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1 Einleitung
Die fortshreitende demographishe Entwiklung hin zu einer älter wer-
denden Gesellshaft führt zu einem wahsenden Interesse nah neuen Er-
kenntnissen der Bio- bzw. Lebenswissenshaften, welhe neue Medika-
mente, Therapie-, Analyse- und Diagnostikverfahren hervorbringen. Die
Genomik als ein Teilgebiet der Lebenswissenshaften beshäftigte sih
u.a. beim Humangenomprojekt [1℄ mit der Entshlüsselung des mensh-
lihen Erbguts, um Krankheiten, die genetishen Ursprungs sind, ausn-
dig zu mahen. Mit den aus der Genomik gewonnenen Tehnolgien und
Erkenntnissen ist man heute in der Lage, Nukleinsäuren bzw. Plasmid-
DNA-Moleküle für therapeutishe Zweke oder als vorbeugende Maÿnah-
me zur Vakzination zu verwenden [2℄.
Die wesentlihe Grundlage für ein besseres Verständnis der komplexen
biologishen Prozesse und Zusammenhänge auf zellulärer Ebene (System
Biologie [3℄) bilden shnelle und eziente Analysen (Separation bzw. Auf-
trennung, Aufreinigung, Strukturaufklärung et.) der Biomoleküle. Die
Suhe nah shnelleren und ezienteren Methoden werden die Erkennt-
nisse und das Wissen auf dem Gebiet der Life-Sienes entsheidend mit-
prägen.
Für die Entwiklung neuer Analysemethoden ist ein detailliertes und fun-
diertes Wissen über die Migration von Biomolekülen auf molekularer Ebe-
ne notwendig. Die Untersuhung neuer Migrations- und Separationsme-
hanismen von Biomolekülen, insbesondere der DNA, in Mikrouidik-
Systemen ist Gegenstand dieser Arbeit. Der Shwerpunkt wird hier-
bei niht auf die Basenpaar aufgelöste Sequenzierung von kurzen DNA-
Molekülen gelegt, sondern auf die Separation von langen DNA-Molekülen,
die mit den Standardmethoden nur shwer zugänglih sind. Für die Se-
paration von sehr langen DNA-Molekülen, wie sie zum Beispiel für die
physikalishe Kartierung [4  6℄ von DNA-Abshnitten benötigt wird,
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werden ezientere Separationsmethoden benötigt. Dieses gilt insbeson-
dere für die Qualitätskontrolle bei der Produktion von o.g. Plasmid-DNA-
Molekülen, die bis zu mehrere hundert kbp lang sein können [2, 7℄ und sih
ebenfalls mit den Standardmethoden nur shwer auftrennen lassen [8, 9℄.
Die in dieser Arbeit untersuhten Migrations- und Separationsmehanis-
men von DNA-Molekülen basieren niht wie bei der Gelelektrophorese auf
denWehselwirkungen der Biopolymere mit dem Porennetzwerk des Gels,
sondern auf den Wehselwirkungen eines inhomogenen elektrishen Feldes
mit den DNA-Molekülen in geeignet strukturierten Mikrouidik-Kanälen.
Mit der Miniaturisierung auf Mikrouidik-Chips werden also niht ledig-
lih künstlihe Porennetzwerke oder Siebe nahgebildet. Vielmehr lassen
sih durh die vielfältigen Mikrostrukturierungsmöglihkeiten in Verbin-
dung mit variablen elektrishen Feldern Migrationsmehanismen erzie-
len, die vollkommen neue Möglihkeiten und Verfahren zur Trennung
und Aufreingung hervorbringen. Beispielsweise wird in Kapitel 4.2.3 ge-
zeigt, dass sih λ- von T 2-DNA-Molekülen in einem Mikrouidik-Kanal
mit einfaher Strukturierung trennen lassen. Mit Hilfe von periodishen
Wehselfeldern lassen sih ebenfalls λ- von T 2-DNA sowie Plasmid-DNA
vershiedener Länge voneinander mit Hilfe von dielektrophoretishen Fal-
len separieren (s. Kapitel 4.3.2).
Des Weiteren kann gezeigt werden, dass sih Polymerkugeln mit 2 µm
Durhmesser paradoxerweise entgegen einer niht zu starken statishen
Kraft bewegen (s. Kapitel 4.3.1) und sheinbar das Newton'she-Gesetz
und den 2. Hauptsatz der Thermodynamik auÿer Kraft setzen können.
2
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2.1 Stand der Forshung
Die rasant fortshreitende Entwiklung der Bio- und Lebenswissenshaf-
ten in den letzten Jahren war nur mit der Hilfe von shnellen und e-
zienten Analysemethoden von Biomolekülen möglih. Hierbei stellen die
Separation und Aufreinigung eine wesentlihe Rolle dar. Als Standardme-
thoden für die Auftrennungen von Biomolekülen werden die Plattengel-
elektrophorese in Agarose oder Arylamid und die Kapillarelektropho-
rese mit Gelen oder verdünnten Polymerlösungen verwendet [10  13℄.
Mit diesen Methoden lassen sih nur DNA-Moleküle mit einer Länge von
< 40 kbp erfolgreih auftrennen [6℄. Dieser auftrennbare Längenbereih
lässt sih unter Verwendung von verdünnten Polymerlösungen in Kapil-
laren und von gepulsten Feldern in der Plattengelelektrophorese in den
Mbp -Bereih erweitern [14℄. Als nahteilig erweist sih die für die Tren-
nung benötigte Zeit, die mehrere Stunden bis Tage betragen kann [4, 6,
15  17℄.
Die Kapillargelelektrophorese ist gegenüber der Plattengelelektrophorese
eine miniaturisierte Methode. Die Idee der Miniaturisierung beshäftigt
die Forsher seit jeher, um wertvolle Probensubstanzen und die benö-
tigte Zeit für die Analysen zu reduzieren. Damit einher ging seit 1990
eine explosionsartige Zunahme der Publikationen zu diesem Themenge-
biet [18℄. Zeitgleih prägten Manz et al. den Begri des miniaturized
total hemial analysis system (µ-TAS) [19℄ und zeigten die möglihe
Steigerung der Leistungsfähigkeit der Analysen durh Skalierung bzw.
Verkleinerung [20℄.
Die Verkleinerung der Gelelektrophorese führte zu der Herausforderung,
Mikrokanäle mit hohviskosen Gelen zu füllen. Dies ist zwar tehnish
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shwierig, doh konnten mit diesem Verfahren erfolgreih DNA-Moleküle
sequenziert werden [21, 22℄. Zudem konnte mit den Methoden aus der
Mikro- und Nanotehnologie bzw. -elektronik erstmals künstlihe Gele
aus Pfostenstrukturen hergestellt werden [15, 23  26℄. Diese künstli-
hen Gelstrukturen haben gegenüber natürlihen Gelen den groÿen Vor-
teil, dass ihre Poren einheitlih groÿ und geordnet sind [24, 17℄. Es
konnte gezeigt werden, dass sih extrem lange DNA-Moleküle in sol-
hen mikro- bzw. nanostrukturierten Pfostenarrays eektiv auftrennen
lassen [15, 17, 26℄.
Die Nanostrukturierungsverfahren bieten aber die weitergehende Mög-
lihkeit Kanäle herzustellen, die kleiner als die Persistenzlänge der DNA
sind. Ein Mikrokanal, der sih periodish auf die Persistenzlänge der DNA
verengt und wieder gröÿer wird, wirkt als entropishe Falle für die DNA.
Der Mehanismus, der bei der entropishen Falle für die Längenabhän-
gigkeit sorgt, ist in den Publikationen [27  29, D3℄ näher beshrieben.
Fallen die periodishen Verengungen des Mikrokanals in die Gröÿenord-
nung des Gyrationsradius der DNA, so ist ebenfalls eine längenabhängige
Mobilität vorhanden, die aber niht rein entropisher Natur ist [D1, D5℄.
Dieser wird in Kapitel 4.2.2 näher erläutert. Die genannten neuen Verfah-
ren zur Auftrennung der DNA nah Länge mittels Mikrostrukturierung
sind shnell und eignen sih besonders gut für lange DNA-Moleküle.
Die Dielektrophorese (s. Kapitel 2.4.2) stellt eine potenzielle Alternati-
ve dar, Biomoleküle shnell und in geringster Menge aufzutrennen. Die
theoretishe Idee der dielektrophoretishen Separation von DNA ist seit
längerem bekannt [5, 30, 31℄, doh es besteht immer noh kein eindeu-
tiges theoretishes Verständnis der Polarisierbarkeit von DNA und der
DNA Dielektrophorese [32  36℄. Zahlreihe Publikationen beshreiben
die Möglihkeit des Fangens und der Aufkonzentrierung mit Hilfe von di-
elektrophoretishen Fallen [32, 37, 38℄, doh ist bis zu diesem Zeitpunkt
noh über keine erfolgreihe experimentelle Auftrennung von DNA be-
rihtet worden.
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Die Basis für das Leben auf der Erde bildet das DNA-Molekül
(Deoxyribonulei Aid) als Träger der Erbinformation. Diese Informati-
on wird als Abfolge einer komplementären Doppel-Nukleotidsequenz von
Generation zu Generation weitergegeben. Die Bausteine der Nukleotidse-
quenz bestehen aus den vier Nukleotiden Adenosin-, Guanosin-, Cytidin-
und Thymidin-5'-monophosphat. Der Einfahheit halber erfolgt die No-
menklatur der Nukleotide nur nah ihren heterozyklishen Stikstobasen
Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin (A,G,C,T) [39℄. Die Stikstoba-
sen der Purin-Derivate (Adenin und Guanin) und der Pyrimidin-Derivate
(Cytosin und Thymin) sind mit dem C-1-Atom der Pentose verknüpft,
wobei der Phosphorsäurerest mit der OH-Gruppe am C-5-Atom verestert
ist. Die Verbindung der 3'-Hydroxylgruppe eines Nukleotids mit der 5'-
Phosphatgruppe eines anderen Nukleotids über eine Phosphorsäuredi-
esterbindung führt zur Bildung eines Nukleotidstrangs. Zwei Nukleotid-
stränge sind, wie in Abb. 2.1 gezeigt, so miteinander verwunden, dass sih
immer nur die zwei komplementären Basen A-T und G-C gegenüberste-
hen. A-T Basenpaare bilden dabei zwei und G-C drei Wasserstobrüken-
bindungen aus. Die Konformation, die in lebenden Zellen am häugsten
vorkommt ist die B-DNA bzw. nah ihren Strukturaufklärern Watson-
Crik benannte Form, die eine rehtsgängige Helix bildet. Für eine Win-
dung werden 10 Basenpaare benötig, was einem Anstieg von 3, 4 nm pro
Windung bedeutet. Der Durhmesser der Helix beträgt 2.37 nm. Durh
Dehydration der B-DNA wird eine Konformationsänderung induziert, die
A-DNA genannt wird [40, 41℄.
In freier Lösung liegt die DNA als Knäuel vor. Die theoretishe Be-
shreibung des statistishen DNA-Knäuels kann durh Skalierungsge-
setze beshrieben werden. Die gängigen Beshreibungen folgen dem
FJC- (freely-jointed-hain), FRC- (freely-rotating-hain) und dem WLC-
Modell (worm-like-hain) [42℄, wobei letzteres Modell die DNA theore-
tish am Besten beshreibt. Der mittlere quadratishe End-zu-End Ab-
stand
R¯2e = 2l
2
p
[
exp
(
−
L
lp
)
+
L
lp
− 1
]
(2.1)
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ergibt für den Fall einer langen Kette, d.h. lp ≪ L
R¯2e ≃ 2lpL = 6 · R¯
2
g, (2.2)
mit der Persistenzlänge lp und der Konturlänge L.
Der End-zu-End Abstand bzw. der mittlere Gyrationsradius R¯g der
DNA skaliert mit R¯g ∝ N
ν
, wobei ν der sogenannte Flory-Exponent
unter Beahtung des Ausshluss-Volumens und der Dimension d von
ν = 1/2 auf ν = 3
2+d korrigiert werden muss [42℄. Die Persistenzlänge
lp der DNA als geladener Polyelektrolyt
1
kann in untershiedlihen
Ionenkonzentrationen und pH-Werten des Puers vershiedene Werte
annehmen [6, 43℄. Die in dem Puer vorhandenen (Gegen-)Ionen bilden
eine Ionenwolke um das DNA-Molekül herum und shirmen die DNA-
Ladungen nah auÿen hin ab, so dass insgesamt die Elektroneutralität
erhalten bleibt. Bei geringer Ionenkonzentration des Puers ist die
Ausdehnung der Ionenwolke groÿ (hohe Abshirmlänge, s. Kapitel 2.4.2),
wodurh sih die geladenen Nukleotide gegenseitig abstoÿen und die
Steigkeit des Biopolymers zunimmt [6, 43℄. Der typishe Wert für die
Persistenzlänge lp der DNA liegen unter physiologishen Bedingungen
bei a. 50 nm [44℄.
Die Gesamtlänge der menshlihen DNA beträgt a. 3 · 109 Basen-
paare [39℄ und ergibt aneinandergereiht eine Konturlänge von etwa
L = 0.34 nm/bp · 3 · 109 bp ≈ 1 m, was einem Gyrationsradius nah
Gleihung (2.2) von a. R¯g ≈ 250 µm unter physiologishen Bedingungen
entspriht. Um diesen DNA-Strang bzw. dieses DNA-Knäuel in einer
geordneten Struktur in den Zellkern einer Zelle zu paken, die wesentlih
kleiner als 250 µm ist, wird die DNA, wie in Abb. 2.1 gezeigt, 1, 5 mal
um je einen Histonkomplex gewikelt. Die DNA-Histonkomplexe ordnen
sih wiederum zu einer übergeordneten Struktur einer 30 nm diken
Chromatinfaser in eines von 23 Chromosomenpaaren beim Menshen [39℄.
1
Die äquivalente theoretishe Beshreibung einer geladenen Wand in einer Polyelek-
trolytlösung wird in Kapitel 2.4.2 beshrieben.
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Abbildung 2.1: Aufbau und übergeordnete Struktur der DNA
Die DNA besteht aus den vier Basen A, C, G und T. Dabei sind die
Basenpaare A-T und G-C jeweils komplementär zueinander und bin-
den über zwei bzw. drei Wasserstobrükenbindungen aneinander. Zwei
komplementäre Nukleotidstränge winden sih um sih selbst und bil-
den eine DNA-Doppelhelix. In höher entwikelten Organismen bildet
die Doppelhelix mit Histonen Histonkomplexe, die sih wiederum zu
einer a. 30 nm diken Chromatinfaser anordnen. Die Chromatinfaser
bildet mit Proteinen eine übergeordnete Struktur in Form eines soge-
nannten Chromosoms. Die Abbildung ist angepasst an [45℄.
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2.3 DNA-Detektion
Das Abbe'she Kriterium besagt, dass mit der klassishen Optik nur Ob-
jekte abgebildet werden können, die mindestens halb so groÿ sind wie die
Wellenlänge λ des für die Abbildung verwendeten Lihts. Mit physikali-
shen und hemishen Triks ist es aber möglih, das Abbe'she Kriterium
indirekt zu umgehen.
Die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoen ist die weit verbreitetste Me-
thode für die optishe Detektion von einzelnen DNA-Molekülen. Die Klas-
se der DNA-Interkalatoren, wie z.B. Ethidiumbromid und die Cyanine,
eignen sih aufgrund ihrer Erhöhung der Fluoreszenzausbeute im inter-
kalierten bzw. gebundenen Zustand besonders dafür. Die Cyanine wie
YOYO-1, POPO-1, TOTO-1 et. nehmen eine besondere Stellung in der
Detektion einzelner DNA-Stränge ein, da die Fluoreszenzausbeute im ge-
bundenen Zustand um einen Faktor von bis zu 3000 zunimmt [46, 47℄.
Die Bindung an die DNA erfolgt dabei durh Interkalation zwishen den
Basenpaaren der DNA [46  48℄. Es soll im Folgenden in kurzer Form er-
läutert werden, wie die erhöhte Fluoreszenz durh Interkalation zustande
kommt.
Wird ein System in einen Zustand höherer Energie angeregt, so kann
dieses System nah einer gewissen Zeit wieder zurük in den Grundzu-
stand relaxieren. Die Abb. 2.2 zeigt das Jablonski-Diagramm eines niht
näher spezizierten Systems bzw. Moleküls. Die Anregung in ein höhe-
res (Rotations- bzw. Vibrations-)Energieniveau kann beispielsweise durh
ein Photon geeigneter Energie erfolgen. Von dort aus kann das angereg-
te System durh Aussenden eines Photons zurük in den Grundzustand
relaxieren. Eine strahlungslose Relaxation zurük in den Grundzustand
ist durh sekundäre Prozesse, wie z.B. durh Stöÿe, Rotationsrelaxation
et., ebenfalls möglih [40, 49℄.
Die hemishe Zusammensetzung bzw. die Struktur der interkalierten
Form von YOYO-1 ist in Abb. 2.3 gezeigt. Man nimmt an, dass der
Hauptgrund für die gesteigerte Fluoreszenzausbeute in der sterishen
Einshränkung des Quinoline-Rings liegt. In freier Lösung kann dieser
Ring rotieren, wodurh übershüssige Energie über Rotation des Rings
und nahfolgende Stöÿe mit dem Lösungsmittel abgegeben werden kann.
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Abbildung 2.2: Jablonski-Diagramm [40℄
Die Anregung erfolgt für gewöhnlih vom Grundzustand S0 in ein hö-
heres Niveau. Erfolgt, wie hier beispielsweise gezeigt, die Anregung in
ein höheres Vibrationsniveau νi des S1 Zustands, so erfolgt zunähst
eine Relaxation in den niedrigsten S1 Zustand, bevor das System in
den Grundzustand S0 des Systems übergeht. Dieser Prozess wird als
Fluoreszenz bezeihnet. Die quantenmehanish verbotene und damit
unwahrsheinlihe Relaxation vom Triplett- in den Singulett-Zustand
wird als Phosphoreszenz bezeihnet.
Im interkalierten Zustand kann eine Relaxation über Rotation niht er-
folgen [47, 50℄. Zusätzlih erfolgt eine Abshirmung von den Lösungs-
mittelmolekülen. Im Fall von Ethidiumbromid ist beispielsweise bekannt,
dass die Abshirmung von Stöÿen mit polaren Lösungsmitteln im interka-
lierten Zustand der Hauptgrund für die gesteigerte Fluoreszenzausbeute
ist [51℄.
Für die Untersuhung neuer Migrationsmehanismen von DNA-
Molekülen muss gewährleistet werden, dass sih die Migration der DNA
unter dem Einuss von YOYO-1 nur unwesentlih verändert. Carlsson
et al. konnten experimentell zeigen, dass sih die Migration kaum än-
dert [54℄, obwohl die Persistenzlänge lp als Mass für die Steigkeit des
Moleküls um etwa 30 % zunimmt [55℄.
Neben der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoen konnte kürzlih gezeigt
9
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Abbildung 2.3: Chemishe Struktur [52, 53℄ und Interkalation von
YOYO-1 in DNA
Das obere Teilbild zeigt die Bis-Interkalation von YOYO-1 in die DNA
über 2 Basen. Die Methylenbrüke ist parallel zur DNA ausgereihtet,
wobei die Ringstrukturen zwishen die Basenpaare der DNA interka-
lieren. Das untere Teilbild zeigt die hemishe Struktur von YOYO-1.
werden, dass die Erhöhung des Kontrastuntershieds durh Ausnutzen
des optishen Dihteuntershieds des DNA-Knäuels und des Mediums
für die optishe Detektion im Durhuss verwendet werden kann [56℄.
Durh den Dihteuntershied kommt es zu einer Laufzeitverzögerung des
Lihts am Objekt. Durh Überlagerung mit einem Referenzstrahl kommt
es zur Interferenz, wodurh das durhsihtige Objekt sihtbar wird.
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2.4 Transport- und Migrationsphänomene in
Mikrouidik-Systemen
Das Verhalten von Strömungen in Röhren kann mit einer harakteristi-
shen Gröÿe, der dimensionslosen Reynoldszahl
Re =
ρvR
η
,
beshrieben werden. R, ρ, η und v sind der Durhmesser der Röhre, die
Dihte und die Viskosität sowie die Flieÿgeshwindigkeit der Flüssigkeit.
FürWerte Re < 2300 sind die Strömungen in einer runden Röhre laminar,
wobei sie für Re > 2300 turbulent werden [57℄. Für Mikrouidik-Systeme
mit Kanalradien von typisherweise 1 µm < R < 300 µm und Strömungs-
geshwindigkeiten von v < 1000 µm/s ist Re ≪ 1 und die Strömung ist
damit laminar.
Mit der Miniaturisierung der Kanäle in den Mikrometermaÿstab müs-
sen neue Methoden für den Transport der Flüssigkeiten entwikelt wer-
den, da eine einfahe Skalierung makroskopisher Pumpen ohne Weite-
res niht möglih ist. Durh die Verkleinerung der Dimensionen steht
ein neues Repertoire an physikalishen Eekten zur Verfügung, die im
Makroskopishen niht zur Geltung kommen. Beispielsweise wird in mi-
krouidishen Kanälen ein Flüssigkeitsstrom induziert, wenn sih auf den
Reservoirs Flüssigkeitstropfen mit untershiedlihen Krümmungsradien r
benden [58, 59℄. Die Tropfen mit untershiedlihen Krümmungsradien
erzeugen untershiedlihe Innendruke,
P =
2γ
r
, (2.3)
die durh einen Flüssigkeitsstrom ausgeglihen werden. γ ist hierbei die
Oberähenspannung der Flüssigkeit. Die Dierenz der Innendruke kön-
nen aufgrund leiht untershiedliher Krümmungsradien Werte erreihen,
die einer Dierenz der Füllhöhe der Reservois von 1 cm und mehr ent-
sprehen können [58, 59℄. Ein Drukuntershied von ∆P verursaht dabei
11
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näherungsweise eine Strömungsgeshwindigkeit von [58℄
v ≈
h2
3η
(
∆P
L
)
, (2.4)
die von der Länge L und der Quershnittsähe h2 des Kanals sowie der
dynamishen Viskosität der Flüssigkeit abhängig ist.
Ein Wassertropfen mit einem Krümmungsradius von 2 mm erzeugt einen
Druk, der dem Druk einer Wassersäule von 8 mm Höhe entspriht und
a. P ≈ 70 Pa beträgt. Wird eine typishe Kanalhöhe von h = 9 µm sowie
eine Kanallänge von 11 mm angenommen, so ergibt sih eine drukge-
triebene Geshwindigkeit von v ≈ 180 µm/s. Für die grobe Abshätzung
sind die Oberähenspannung und die Viskosität von Wasser angenom-
men worden.
Eine andere Methode zur Erzeugung eines Flüssigkeitstransports ist die
Thermophorese. Bei der Thermophorese wird die lokale Erhitzung einer
Flüssigkeit in einem Mikrokanal mittels eines IR-Lasers realisiert [60℄.
Neben der lokal thermalen Aufheizung mittels eines IR-Lasers kann eine
Aufheizung auh durh ein elektrishes Wehselfeld erzeugt werden [61℄.
Das mehanishe Pumpen einer Flüssigkeit kann durh die periodishe
Bewegung einer Membran erzeugt werden. Piezokeramishe Membranen
eignen sih hierfür besonders, da wegen ihrer hohen Betriebsfrequenz stö-
rendes Pulsieren verhindert wird. Peristaltishe Pumpen arbeiten eben-
falls mit beweglihen Membranen. Bei diesen wird stoÿweise Drukluft
auf einen mit Luft oder Wasser gefüllten Mikrokanal übertragen, der sih
über eine dünne Membran getrennt oberhalb des eigentlihen Mikroka-
nals bendet. Aufgrund der Fülle an mikrouidishen Pumpensystemen
soll an dieser Stelle auf den Review-Artikel [11℄ verwiesen werden. Im fol-
genden werden nur die für diese Arbeit wihtigen Transportphänomene
ausführliher behandelt.
2.4.1 Pervaporationsgetriebener Transport
Die Gasdurhlässigkeit von Polymeren ist ein viel untersuhtes Phäno-
men und gut verstanden. Die Durhlässigkeit für Wasser (Pervaporation)
12
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ist im Fall von Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) zwar bekannt, doh der
Einuss auf Mikrouidiksysteme ist erst vor kurzem aufgedekt worden.
j
dx
v
x = 0
A
j
v
Abbildung 2.4: Pervaporationsinduzierte Strömung
Eine Flüssigkeit durhströmt am Reservoireingang mit einer Geshwin-
digkeit v die Quershnittsähe A. Die einströmende Flüssigkeitsmenge
pro Zeiteinheit dt entspriht −Ad(dx/dt) = j dx.
Die Abb. 2.4 zeigt einen Mikrokanal mit Quershnittsähe A. Die Ver-
dampfung (bzw. der Verdampfungsstrom j) entlang des Kanals erzeugt
am Reservoireingang eine Strömung mit der Geshwindigkeit v, die in
Rihtung Mitte (x = 0) des Kanals zeigt. Die Verdampfungsmenge j · dx
ist gleih der Menge, die durh den Kanal mit der Quershnittsähe A
und der Geshwindigkeit dv läuft, d.h. es gilt
−A · dv = j · dx. (2.5)
Die Lösung der Dierentialgleihung liefert den linearen Zusammen-
hang [62℄
v(x) = −
j
A
x = −kx. (2.6)
Die Strömungsgeshwindigkeit nimmt von den beiden Reservoirs zu der
Mitte (x = 0) des Kanals linear und symmetrish ab.
Diese intuitive Herleitung für den pervaporationsgetriebenen Transport
ist ein stark vereinfahtes Modell, bei dem Drüke, Randeekte et. ver-
nahlässigt sind. Bei der genauen Herleitung muss die Navier-Stokes-
Gleihung in Verbindung mit der Kontinuitätsgleihung unter Beahtung
der Randbedingungen gelöst werden. Die Näherung der Lösung lautet
v(x) =
Jx
hρ
13
2 Theoretishe Grundlagen
und wird in der Publikation von Randall und Doyle [63℄ hergeleitet. Hier-
bei steht J für
J = −
πDc0
w ln w
4R
.
Dabei ist D die Diusionskonstante des Wassers durh das PDMS, c0 die
maximale Wasserkonzentration im PDMS, w, h die Breite bzw. Höhe des
Kanals, ρ die Dihte des Wassers und R die Dike der PDMS-Shiht.
Zusammengefasst ergeben sih durh die Miniaturisierung hohe Werte
für das Oberähen-zu-Volumen Verhältnis. Dadurh reiht die gering-
ste Durhlässigkeit für Wasser aus, um eine merklihe Menge Flüssigkeit
durh das Polymer pervaporieren zu lassen und eine Strömung zu indu-
zieren. Damit die Kontinuitätsgleihung erfüllt ist, muss also durh die
Pervaporation entweihendesWasser von den Reservoirs nahgeführt wer-
den. Dieses gilt allerdings nur für hydrophile Kanaloberähen. Im Falle
von hydrophoben Kanalwänden könnte das entweihende Wasser durh
Luft ersetzt werden.
2.4.2 Elektrokinetishe Transportphänomene
Neue Transportphänomene treten auf, wenn zur Verringerung der Dimen-
sionen noh elektrishe Felder ins Spiel kommen. Prominente Beispiele
dafür sind der elektroosmotishe Fluss und die Elektrophorese.
Elektroosmotisher Fluss
Der elektroosmotishe Fluss (EOF) ist ein elektrohydrodynamisher Ef-
fekt. Die Ursahe für das Zustandekommen des EOFs liegt in der Bewe-
gung der Gegenionen an der Grenzähe eines Puers zur Kanalwand
und soll im Folgenden mit der Debye-Hükel-Theorie beshrieben wer-
den [64, 65℄.
Bendet sih die Kanalwand mit einem Puer in Kontakt, so wird die
Wand in Abhängigkeit des pH-Werts des Puers protoniert bzw. deproto-
niert und bildet mit den entsprehenden Ladungen ein Oberähenpoten-
zial Ψ0 aus. In dem Puer bendlihe Gegenionen shirmen die Ladungen
14
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der Wand nah auÿen hin ab. Die Abshirmung erfolgt dabei niht instan-
tan, sondern allmählih über kondensierte und shwah gebundene bzw.
freie Gegenionen. Die Shiht der immobil kondensierten Gegenionen ist
die sogenannte starre bzw. Stern Shiht . Die Dike dieser Shiht ist
durh die Bjerrum-Länge [66, 67℄
lB =
e2
4πε0εrkBT
gegeben, wobei ε = ε0εr die Dielektrizitätskonstante des Mediums und
kBT die thermishe Energie sind. Die shwah gebundenen Gegenionen
bilden nah der starren Shiht die sogenannte diuse Shiht aus, die
beide zusammen die elektrishe Doppelshiht ergeben. Das Oberähen-
potenzial Ψ0 fällt innerhalb der Bjerrum-Länge linear ab, wohingegen es
anshlieÿend in der diusen Shiht exponentiell mit
Ψ = Ψ0 exp(−κr)
abfällt. Die Konzentration der Gegenionen ist gegenüber den Coionen
an der Wand überhöht und nimmt nah auÿen hin ab, sodass sih eine
Gleihgewihtsverteilung beider Ionensorten bei Abständen gröÿer κ−1
ausbildet.
κ−1 =
(
4πlB
∑
k
z2kCk
)
−
1
2
wird als die Debye- bzw. Abshirmlänge bezeihnet, die von der Ionenkon-
zentration der Puerlösung abhängig ist [65℄. An der Grenzähe der star-
ren und diusen Shiht treten bei Strömungen Sherkräfte auf. Das Po-
tenzial an dieser Grenzähe wird, wie in Abb. 2.5 gezeigt, als ζ-Potenzial
bezeihnet [65℄.
Wird ein elektrishes Feld angelegt, so werden die Majoritätsladungsträ-
ger bzw. die übershüssigen Gegenionen der diusen Shiht beshleunigt
und bewirken durh Sherkräfte ein Mitziehen oberähenferner Shih-
ten. Wie in Abb. 2.6 gezeigt, bildet sih mit der Zeit ein ahes stem-
pelförmiges Prol aus, welhes gegenüber einem hyperbolishen Strö-
mungsprol den Vorteil bietet, dass sih keine zusätzlihe Verbreiterung
15
2 Theoretishe Grundlagen
+ +
+
+
++
++
+
+ +
+
++
+
+
++
+
+
+ +
+
+
Ψ0
Ψ
ζ
PB ∼ κ -1 x
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
Abbildung 2.5: Zeta-Potenzial
Der Potenzialverlauf an einer geladenen Wand bzw. eines Polyelektro-
lyten nimmt in einer Elektrolytlösung mit dem Abstand ab. Innerhalb
der Bjerrumlänge lB sinkt das Potenzial linear, danah erfolgt der Ab-
fall in der diusen Shiht exponentiell. Innerhalb der Abshirmlänge
κ−1 nimmt die Konzentration der übershüssigen Gegenionen ab, bis
sih die Konzentrationen der Gegen- und Coionen ausgleihen.
des Analyts ausbildet. Somit eignet sih der EOF besonders für Auf-
trennungszweke [65, 68, 69℄. Der zeitlihe Aufbau des elektroosmoti-
shen Flusses vollzieht sih für eine Kapillare mit einem Radius von a.
R = 100 µm innerhalb von wenigen hundert Mikrosekunden [70℄ bis
hin zu einhundert Millisekunden für einen Kanal mit gröÿerem Radius
R = 3, 4 mm [71℄.
Die Mobilität des elektroosmotishen Flusses kann durh Lösen der
Navier-Stokes-Gleihung beshrieben werden und ist
µ
EOF
=
ε0εrζ
η
. (2.7)
Die Gleihung (2.7) kann auh in Abhängigkeit der Oberähenladung σ
als
µ
EOF
=
σ
4πη
κ−1
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Abbildung 2.6: Zeitlihe Entwiklung des EOF [72℄
(1) Die übershüssigen Gegenionen in der Nähe der Wand werden vom
elektrishen Feld beshleunigt. (2+3) Durh Reibung bzw. Impulsüber-
trag auf die anderen Shihten des laminaren Flusses werden mit der
Zeit wandferne Bereihe der Flüssigkeit mitbewegt. (4) Mit der Zeit
bildet sih ein stempfelförmiges Strömungsprol aus.
formuliert werden. Je höher die Oberähenladung, desto höher ist die
elektroosmotishe Mobilität. Andererseits gilt, je höher die Ionenkonzen-
tration, desto kleiner ist κ−1 und desto kleiner ist die elektroosmotishe
Mobilität.
DNA-Elektrophorese
Als Elektrophorese wird im Allgemeinen die Migration geladener Teil-
hen in einer Lösung unter dem Einuss eines elektrishen Feldes bezeih-
net. Die Kraft Fe = −qE, die ein elektrishes Feld E auf eine Ladung
q ausübt, beshleunigt den Ladungsträger solange, bis dessen Gleihge-
wihtsgeshwindigkeit v erreiht ist. Die Gleihgewihtsgeshwindigkeit
v entspriht derjenigen Geshwindigkeit, bei der die geshwindigkeitsab-
hängige Reibungskraft Fr = −fv gleih Fe ist, d.h.
v =
qE
f
. (2.8)
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Für ein globuläres Teilhen nimmt das Volumen mit V = 4πr
3
3
zu, d.h.
der Stokes'she-Reibungskoezient f = 6πηr skaliert mit m1/3, wobei m
die Masse ist. Für die DNA gilt dieses jedoh niht, da sie sih wie ein
sogenanntes free-draining-oil verhält [73℄ und somit f ∝ m ∝ N wird.
Damit ergibt sih keine gröÿenabhängige Mobilität
µ
EP-DNA
=
v
E
=
q
f
∝
2N
N
(2.9)
und damit keine Längenauftrennung für die DNA in freier Lösung.
Dieser Sahverhalt gilt genaugenommen nur für DNA-Moleküle mit einer
Länge von mehr als a. 100 Basenpaaren [64, 74, 75℄. Unterhalb dieser
Grenze ist der Untershied in der Mobilität jedoh zu klein, um ezi-
ente Auftrennungen durhzuführen. Die konstante Mobilität aus Glei-
hung (2.9) sagt eine lineare Abhängigkeit der Geshwindigkeit von der
elektrishen Feldstärke voraus. Bei höheren Feldstärken kann sih auf-
grund der Relaxationskraft infolge der deformierbaren Ionenwolke um
das Biomolekül eine Abweihung von der linearen Geshwindigkeit erge-
ben [65℄. Insgesamt ergibt sih die apparente Gesamtmobilität µ
app
der
DNA in Verbindung mit dem EOF zu
µ
app
= µ
EOF
+ µ
EP-DNA
.
Dielektrophorese
Der Begri der Dielektrophorese bezieht sih allgemein auf die Wehsel-
wirkung eines elektrishen Dipols mit einem inhomogenen elektrishen
Feld. Dabei kann der Dipol statish sein oder mittels eines elektrishen
Wehselfelds induziert werden [76, 77℄. Der Dipol koppelt an das inhomo-
gene elektrishe Feld an und deformiert selbiges. Für die dielektrophore-
tishe Kraft gilt
~F
DEP
= (~p · ∇) ~E, (2.10)
18
2.4 Transport- und Migrationsphänomene in Mikrouidik-Systemen
wobei ~p das Dipolmoment darstellt [78, 79℄.
Um eine Abshätzung des Dipolmoments zu erhalten, wird der Dipol der
Einfahheit halber durh eine kleine dielektrishe Kugel mit dem Radius
R angenähert, welhe das elektrishe Feld auÿerhalb von R in gleiher
Weise wie den Dipol deformiert. Innerhalb dieser dielektrishen Kugel
wird das äuÿere Feld auf [80℄
~Ei =
(
3εm
εp + 2εm
)
~E
abgeshwäht. εp/m sind dabei die frequenzabhängigen elektrishen Di-
elektrizitätskonstanten
εp/m = εp/m − i
σ
ε0ω
(2.11)
des Partikels bzw. des Mediums, wobei σ die Leitfähigkeit und εp/m die
relativen Permittivitätszahlen sind [79, 81, 82℄.
Die Polarisation innerhalb der dielektrishen Kugel, die sih in einem
Dielektrikum bendet, ist
~P = (εp − εm)
~Ei.
Damit ergibt sih die Polarisation zu
~P = 3
εp − εm
εp + 2εm
εm ~E = 3CM(ω)εm ~E,
wobei CM(ω) als Clausius-Mosotti-Fator bezeihnet wird [80℄.
Das Dipolmoment ~p = 4π
3
R3 ~P entspriht der Gesamtpolarisation des
Partikels mit Radius R. Damit erhält man für das Dipolmoment
~p = 4πεmCM(ω)R
3 ~E. (2.12)
Das Einsetzen von Gleihung (2.12) in (2.10) ergibt unter Verwendung
der Relation
~E∇ ~E = 1
2
∇ ~E2
~F
dep
= 2πε0εmR
3 · ℜ(CM(ω))∇ ~E2 = α(ω)∇ ~E2, (2.13)
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wobei α(ω) als die oben bereits erwähnte frequenzabhängige Polarisier-
barkeit des Partikels bezeihnet wird. Die auf ein Teilhen wirkende Ge-
samtkraft [33, 77℄
~F
tot
ist
~F
tot
= f
drag
µ
EP
~E
EP
+ α∇ ~E2. (2.14)
Aufgrund der Nihtlinearität von
~F
DEP
ist das Ausnutzen dielektropho-
retisher Kräfte dann möglih, wenn
µ
EP
α klein und die Feldstärke hoh
genug sind [30, 33℄.
Die obige Herleitung der Polarisierbarkeit gilt genau genommen für die
DNA niht, da die DNA keine ideale dielektrishe Kugel ist und sih
zudem im inhomogenen Bereih des elektrishen Feldes stark deformie-
ren kann. Ferner betrahtet die Herleitung die Wehselwirkung des Feldes
mit einem einzigen Dipol, obwohl bekannt ist, dass die gegenseitige Weh-
selwirkung zweier Objekte untereinander das elektrishe Feld zusätzlih
beeinusst [83℄. Diese vereinfahte Betrahtung liefert jedoh eine einfa-
he Lösung für die dielektrophoretishe Kraft und ein grobes Verständnis
für die Mehanismen, die bei der Dielektrophorese eine Rolle spielen.
Für die in einer Elektrolytlösung vorliegenden Biomoleküle wie z.B. der
DNA ist bekannt, dass diese kein ausgezeihnetes Dipolmoment
2
besit-
zen [35, 36℄. Durh Anlegen eines Wehselfelds kann jedoh durh Po-
larisation des Moleküls ein Dipolmoment induziert werden, wobei α(ω)
die frequenzabhängige Polarisierbarkeit angibt und ein Maÿ dafür ist, wie
shwer oder einfah das Molekül ein Dipolmoment ausbildet. Die DNA ist
beispielsweise aufgrund ihrer frei beweglihen Co- und Gegenionen sehr
einfah polarisierbar [35, 36℄.
Das frequenzabhängige Verhalten von Biomolekülen wurde oft untersuht
und ist in der Literatur beshrieben [32, 37, 77, 85, 86℄. Die Abb. 2.7
zeigt shematish das typishe Antwortverhalten des realen und imagi-
nären Anteils der komplexen Permittivität ε(ω) = ε′(ω) − iε′′(ω) von
Biomolekülen in Abhängigkeit der Frequenz [87℄. Die physikalishen Me-
hanismen für das Zustandekommen der α-, β-, δ− und γ-Relaxationen
sollen nun kurz erläutert werden.
2
DNA-Moleküle mit einer Länge von a. 400 − 850 bp, was dem Gröÿenbereih der
Kuhnlänge lk = 2lp unter entsprehenden Puerbedingungen entspriht, zeigen
ein kleines permanentes Dipolmoment [36, 84℄.
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Abbildung 2.7: Typishes idealisiertes dielektrishes Spek-
trum [87℄
Die Abbildung zeigt die typishe Antwort des realen und imaginären
Anteils der Permittivität eines biologishen Systems in Abbhängigkeit
der Frequenz. Die Relaxationen α, β, δ und γ sind für die DNA im Text
näher erläutert.
Für die Beshreibung der Relaxationen wird das Rükgrat der DNA als
Isolator mit einer leitenden Shiht aus kondensierten Gegenionen nah
Gleihung (2.11) betrahtet [79, 81, 82℄. Ähnlih wie in Kapitel 2.4.2
wird die DNA von einer diusen Ionenwolke umhüllt. Beim Anlegen ei-
nes elektrishen (Wehsel-)Feldes wird diese durh die Vershiebung der
Gegenionen deformiert und dadurh ein elektrishes Dipolmoment indu-
ziert [81, 88℄. Das Dipolmoment ist aufgrund von Trägheitskräften i.d.R.
niht mit dem Wehselfeld in Phase.
Allgemein spiegeln die vershiedenen Relaxationsprozesse vershiedene
physikalishe Prozesse wider, die sih auf untershiedlihen Zeitskalen
abspielen. Beispielsweise wird die γ-Relaxation bei einer Frequenz ober-
halb von 1 GHz durh die Reorientation von teilweise gebundenen di-
polaren H2O-Molekülen zurükgeführt [35℄. Die β- und δ-Relaxationen
bei 2 MHz und 12 MHz sind auf konzentrationsabhängige Wehselwir-
kungen der DNA-Moleküle untereinander und auf Fluktuationen in der
21
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Verteilung der gebundenen bzw. kondensierten Gegenionen zurükzufüh-
ren [35, 89℄. Die Relaxation bei 12 MHz wird auh einer Maxwell-Wagner-
Grenzähenpolarisation aufgrund untershiedliher elektrisher Eigen-
shaften des Puers und des DNA-Rükgrats zugeshrieben [37, 90, 91℄.
Der niederfrequente Bereih der α-Relaxation unterhalb des 137 kHz-
Bereihs spielt hier für das Verständnis der längenabhängigen DNA-
Dielektrophorese die entsheidende Rolle [32, 35℄. Dieser langsame Re-
laxationsprozess ist trotz der vorhandenen Längenabhängigkeit und
der starken Ausprägung der Polarisierbarkeit (7.88 · 10−30Fm2 bei
137 kHz [37℄) jedoh noh niht gut verstanden, da in diesem Bereih
hydrodynamishe Eekte, elektroosmotish induzierte Strömungen um
die DNA-Moleküle und elektrophoretishe Bewegung der DNA-Moleküle
die Ergebnisse der dielektrishen Spektroskopie überlagern [91℄. Dieser
Bereih zeihnet sih durh zwei Eekte aus, die für die dielektrophore-
tishe Separation der DNA von Bedeutung sind [35, 37℄.
• i) Die Bewegung der Gegenionen der diusen Shiht über die ge-
samte Gröÿe des DNA-Moleküls [35, 37℄ führt zu einer Gesamtpo-
larisation (s. Abb. 2.8 a, b)) des Moleküls [92℄.
• ii) Die Gegenionen der diusen Shiht können sih entlang
der DNA über eine sogenannte Subunit bzw. Untereinheit, die
der Kuhn-Länge Lk oder der doppelten Persistenzlänge Lp ent-
spriht [35, 37, 89℄ bewegen. Eine weitere freie Bewegung der Gege-
nionen wird aufgrund einer Potenzialbarriere infolge eines Bruhs
oder einer Unstetigkeit in der Konformation des Moleküls ershwert.
Als Unstetigkeiten in der Konformation werden in der Litera-
tur Biegungen, Knike und (Über)Kreuzung von DNA-Abshnitten
(s. Abb. 2.8 , d)) diskutiert, die zu einer Art Potenzialbarriere füh-
ren können [37, 89℄.
Da die Polarisierbarkeit der DNA stark von dem Verhalten der Ionen-
wolke um die DNA abhängig ist, spielt die Zusammensetzung des Puers
für die Dielektrophorese eine groÿe Rolle. So ist bekannt, dass die Pola-
risierbarkeit von DNA bei hohen Ionenkonzentrationen sowie bereits bei
geringen Konzentrationen von multivalenten Gegenionen wie z.B. Mg
2+
22
2.4 Transport- und Migrationsphänomene in Mikrouidik-Systemen
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
++++++
++
++
+
++ +
++++++
+
+++
+ + + + + +
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- - -
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- -
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- -
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- -
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- -
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- - -
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
+
+
+
+ +
+
+
+++
+
+
+++
+
+
+++
+
+
+
+
+
+
+
+
++
+
+++
+
+
+
+
++
+
+
+
+
+
+++++++
+
+
+
++
+
+
+
+
+
+
++
+ +
+
++
+
+
+ +
+
+
++
+
++
+
+
++
++
+
+
+
+
++
+
+
+
+
+++
+
+
+
+
+
+
+
+
++
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+ + + + +
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+++
+
+
++
+ + +
+++
+
+
+
++
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
++
+ ++ +
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+-
+ +
++
+
+
+++
+
++
+
+
+
++
+ +
+
+
+
++
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
++
++
+
+
a)
b)
c)
d)
- - -
-
-
---
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
- +
+
+
+ + ++ + +
+
+
+ + +
+++ +
+
++
++
+
+
+
+
+
+
++
+
Abbildung 2.8: Modelle zur DNA-Polarisierbarkeit
Ein elektrishes Feld führt zu einer Ladungsvershiebung entlang eines
a) kurzen DNA-Moleküls bzw. zu einer b) gesamten Ladungsvershie-
bung eines DNA-Knäuels. Knike und Knotenpunkte kennzeihnen so-
genannte Subunits , d) und führen infolge dieser Unstetigkeiten zu
einer Art Potenzialbarriere (durh Pfeile gekennzeihnet), die eine freie
Bewegung der Gegenionen behindert und die Polarisierbarkeit α(ω) be-
einussen.
abnimmt [32, 90℄. Unter geeigneten Bedingungen impliziert der groÿe Fre-
quenzbereih der Polarisierbarkeit für DNA, dass eine Manipulation von
DNA mit dielektrophoretishen Fallen bis in den MHz-Bereih möglih
sein sollte. Tatsählih konnte dies von mehreren Gruppen gezeigt wer-
den [32, 34, 93℄.
Insgesamt ist die Dielektrophorese eine leistungsfähige Methode zur Ma-
nipulation von polarisierbaren Teilhen aller Art [77℄. So lassen sih bei-
spielsweise auh andere Biomoleküle wie Zellen [94℄, Viren [88℄, Prote-
ine [34, 93℄ und andere Objekte wie Nanotubes [34, 95℄ et. fangen,
vershieben bzw. transportieren und separieren. Weiterhin können mit
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der Dielektrophorese niedrig konzentrierte Probensubstanzen an einem
bestimmten Ort für Analysezweke gezielt aufkonzentriert [96℄ oder ein-
zelne DNA-Moleküle über zwei getrennte Elektrodenstrukturen gespannt
werden [97℄. Mit der dielektrophoretishen Levitation lassen sih Objekte
unter geeigneten Bedingungen gezielt so vershieben, dass keine Berüh-
rung mit begrenzenden Wänden stattndet [79, 98℄.
2.4.3 Brown'she Migrationsphänomene
Die Brown'she Molekularbewegung bzw. das thermishe Raushen führt
bei vielen Experimenten oft zu einem Vershmieren der Messergebnis-
se. Um den Einuss dieser Störung zu verringern, werden Experimente
häug bei tiefen Temparaturen durhgeführt. So ist der Gedanke aufge-
kommen, das sonst störende thermishe Raushen und die verbreiternde
Brown'she Molekularbewegung tehnish auszunutzen [D10℄.
Wird auf ein ruhendes klassishes System eine statishe Kraft F ausge-
übt, so erwartet man, dass das System der Kraft folgt. Dieses typishe
Antwortverhalten eines Systems auf eine äuÿere Kraft ist in der Abb. 2.9
a) gezeigt [99℄. Das Gleihrihten der thermishen Bewegung molekularer
Teilhen kann trotz Abwesenheit einer mittleren Kraft zu einem Teil-
henstrom j (Abb. 2.9 b)) führen und wird Ratsheneekt genannt. Ein
Gleihrihten dieser Brown'shen Bewegung ist nur unter bestimmten Be-
dingungen wie im thermodynamishen Nihtgleihgewihtszustand und
der örtlihen oder zeitlihen Asymmetrie des gleihrihtenden Systems
möglih [99℄.
Ein niht intuitives Antwortverhalten des Systems entgegen einer äu-
ÿeren Kraft wird Absolut Negative Mobilität (ANM) genannt [100, 101,
D7, D10℄. Das wesentlihe Merkmal von ANM ist in Abb. 2.9 ) gezeigt.
Trägt man die mittlere Geshwindigkeit der Partikel bzw. den Partikel-
strom j gegen die Kraft auf, so verläuft die Kurve im zeitlihen Mittel
mit einer negativen Steigung durh den Nullpunkt, d.h. die Partikel lau-
fen im zeitlihen Mittel entgegengesetzt einer niht zu groÿen statishen
Kraft [101, 102℄. Experimentell konnte ANM für Elektronen von Zeuner
et al. (dort: absolute negative ondutane) gezeigt werden [103℄. Von der
Realisierung von ANM mit makroskopish klassishen Teilhen wird im
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j j
j j
FF
F F
a) b)
c) d)
Abbildung 2.9: Antwortverhalten vershiedener Systeme auf eine
äuÿere Kraft [99℄
a) Ein System im thermodynamishen Gleihgewiht reagiert auf eine
äuÿere Kraft mit einem Strom in Rihtung der wirkenden Kraft. b)
Ratsheneekt: Bei vershwindener Kraft ergibt sih bei der Ratshe
ein von Null vershiedener Strom. ) Absolut Negative Mobilität: Die
Bewegung des Systems erfolgt entgegen der äuÿeren Kraft. d) Dieren-
tielle Negative Mobilität: Die Bewegung des Systems erfolgt in Rihtung
der Kraft, nimmt aber in einen bestimmten Bereih mit zunehmender
Kraft ab.
Kapitel 4.3.1 und in den Publikationen [D7, D10℄ berihtet. Entgegen der
Ratshe wird ANM in einem räumlih sowie zeitlih symmetrishen Sy-
stem realisiert [101℄. Die Dierentielle Negative Mobilität (DNM) d) zeigt
eine Abnahme des Partikelstroms j bei zunehmender Kraft F für einen
bestimmten Kraftbereih.
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3 Experimentelle Methoden
Der experimentelle Aufbau und die experimentellen Methoden dieser Ar-
beit werden im Folgenden beshrieben. Dazu gehören sowohl die Herstel-
lung und Präparation der Mikrouidikhips als auh die Vorgehensweise
bei den vershiedenen Messungen und deren Auswertung. Zunähst folgt
eine Herkunftsangabe der verwendeten Chemikalien.
3.1 Chemikalien
Die in der Arbeit verwendeten λ- und T 2-DNA-Moleküle wurden von
Fluka (Deutshlad) bezogen. Die Plasmid-DNA Proben wurden freundli-
herweise von der PlasmidFatory (Deutshland) zur Verfügung gestellt.
Zur Herstellung des Pfuers wurden Tris-Puer, Phosphatpuer,
NaCL und β-Meraptoethanol von Fluka (Deutshland) sowie ethyle-
nediaminetetraaeti aid (EDTA) von Sigma (Deutshland), YOYO-
1 (1,1'-(4,4,7,7-tetramethyl-4,7-diazaundeamethylene)-bis-4-[3-methyl-
2,3-dihydro-(benzo-1,3-oxazole)-2-methylidene℄-quinolinium tetraiodide)
von Moleular Probes (USA) und performane-optimized-polymer-6%
(POP-6) von Applied Biosystems (USA) erworben. Bei dem verwendeten
Wasser handelte es sih um deionisiertes Wasser aus einer Milli-Q Bioel-
Anlage von Millipore (USA).
Für die Herstellung des Masterwafers wurden der negative Fotolak
SU-8(50), Verdünner γ-butyrol aetone, Entwikler propyleneglyolme-
thylether aetate von Miroresist (Deutshland) gekauft. Die Si-Wafer
stammten von CrysTe (Deutshland). Die für die Reinigung verwende-
ten Lösungsmittel wie Isopropanol p.A., Shwefelsäure p.A. H2S04, Was-
serstoperoxid p.A. H2O2 kamen von Merk (Deutshland).
Dekgläser von Menzel (Deutshland), Poly(dimethylsiloxane) PDMS
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(Sylgard 184) von Dow Corning (USA) und Trideauoro-1,1,2,2,-
tetrahydrootyl-1-trihlorsilane (TTTS) von ABCR (Deutshland) wur-
den für die Fabrikation der Mikrouidik-Chips verwendet.
Die benötigten Chemikalien für die Funktionalisierung der Mikrouidik-
Chips waren Polyethyleneoxy(POE)-polyoxypropylene(POP)-PEOtri-
blok opolymers Pluroni F108 (MW ∼ 14600, F108) sowie Poly(ethy-
leneoxy)di(triethoxy)-silane MW∼ 3400 g/mol (Si-POE
(70)
-Si, PEG-
3400) und stammten von BASF (Deutshland) bzw. von Nektar (USA).
3.2 Experimenteller Aufbau
Die Messapparatur (s. Abb. 3.1) besteht aus einem Epiuoreszenzmi-
kroskop (Axiovert200, Zeiss, Deutshland), einer empndlihen CCD-
Kamera (Imager3LS, LaVision baugleih mit Sensiam, PCO beide
Deutshland), der dazu passenden Videograbberkarte (SensiCam PCI
Interfae-Board, PCO, Deutshland), der Software für die Bildauswer-
tung (DaVis V.6.2, LaVision, Deutshland), einer motorisierten xy-Stage
(99S008, Ludl Eletroni Produts LEP, USA), zwei PCI-Messkarten
(PCI-6704, DAQ-6036E, National Instruments, USA) sowie einer in Lab-
View 6i (National Instruments, USA) geshriebenen Software zur Gerä-
teansteuerung/Datenaufzeihnung und vier Spannungsquellen (3x HCL
14 - 12500 & 1x HCN 14 - 12500, FUG, Deutshland). Für die dielek-
trophoretishen Experimente wird zusätzlih ein Hohspannungsverstär-
ker (600H, NanoTehTools, Ehandens, Shweiz) benötigt, der ebenfalls
durh ein in LabView geshriebenes Programm angesteuert wird.
Das Mikroskop mit der Kamera ist in Abb. 3.2 shematish abgebil-
det. Als Lihtquelle dient eine Queksilber-Kurzbogenlampe (HBO100
(100 W), Zeiss, Deutshland). Der Lihtstrahldurhmesser kann mittels
der Lohblende eingegrenzt werden, bevor der Lihtstrahl durh einen
Anregungslter (BP 450 − 490, Zeiss, Deutshland) und den dihroiti-
shen Spiegel (FT 510, Zeiss, Deutshland) durh das Objektiv umgelei-
tet wird. Mit dem motorisierten xy-Tish kann die Probe justiert werden.
Das Fluoreszenzliht wird mit dem Objektiv eingefangen und durh den
dihroitishen Spiegel geleitet. Noh vorhandenes Anregungsliht wird
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Abbildung 3.1: Experimenteller Versuhsaufbau
Die Abbildung zeigt einen Teil der experimentellen Versuhsapparatur.
Zu sehen sind vier Spannungsquellen, das Epiuoreszenzmikroskop, ei-
ne CCD-Kamera und der Computer mit dem LabView Programm für
die Kontrolle des Mikrouidikhips.
durh den Sperrlter (BP 515− 565, Zeiss, Deutshland) herausgeltert.
Anshlieÿend wird das Fluoreszenzliht über ein Linsensystem auf die
Kamera bzw. das Okular abgebildet.
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Abbildung 3.2: Shematisher Aufbau
Der shematishe Aufbau zeigt den wesentlihen Teil des experimentel-
len Versuhsaufbaus in einer 3D-Ansiht im Detail.
3.3 Herstellung von
PDMS-Mikrouidik-Chips
Die Herstellung und Präparation von PDMS-Mikrouidik-Chips wurde
bereits in den Arbeiten [104, D1℄ ausführlih beshrieben. Es sollen hier
daher nur die wesentlihen Shritte angeführt werden. Die elektrishe
Kontaktierung folgt im Anshluss.
3.3.1 Präparation von PDMS-Mikrouidik-Chips
Die für diese Arbeit verwendete Herstellungsmethode der PDMS-
Mikrouidik-Chips basiert auf der Kontaktlithographie eines mit SU-8
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beshihteten Si-Wafers und ist in Abb. 3.3 zusammengefasst. Hierfür
wird auf einem zuvor mit Caro'sher Säure (H2SO4 : H2O2 im Verhält-
nis 3 : 1) gereinigtem Si-Wafer der Negativ-Fotolak SU-8 bestimmter
Dike durh das sogenannte spin-oating-Verfahren aufgebraht. Die ge-
wünshte Shihtdike kann hierbei durh die Umdrehungsfrequenz und
die Viskosität des verwendeten Fotolaks eingestellt werden [104, 105℄.
In Tabelle 3.1 sind die für diese Arbeit verwendeten Prozessparameter
für die vershiedenen Fotolakdiken angegeben. Nah dem Spinoaten
erfolgt der sogenannte. prebake (vgl. Tab. 3.1). Anshlieÿend wird der
so beshihtete Wafer durh eine Chrom-Maske (DeltaMask, NL) mit
der i-Linie einer Hg-Dampdruklampe (365 nm) belihtet. Durh die Be-
lihtung wird eine sogenannte Lewis-Säure erzeugt, die eine kationishe
Polymerisation des SU-8 induziert. Durh die Polymerisation entsteht
nah dem Ausbaken (post exposure bake) eine äuÿerst stabile Querver-
netzung des Epoxid-Harzes. In einem Entwiklerbad wird der Wafer von
den niht belihteten SU-8 Regionen befreit und anshlieÿend mit Aeton
und Isopropanol gereinigt. Der so einmal hergestellte Masterwafer kann
dabei für mehrere Abformungsprozesse wiederverwendet werden.
Für den Abformungsprozess wird PDMS genutzt. Der uring agent wird
mit dem prepolymer im Verhältnis 1:10 nah gründliher Vermishung
auf den mit TTTS silanisierten Wafer gegossen und für 4, 5 h bei 85 ◦C
ausgebaken. Nah dem Ausbaken wird die PDMS-Shiht von dem Ma-
sterwafer abgezogen und die Reservoirlöher mit Hilfe eines Mikroskops
gestanzt. Mit dem auf dem xy-Tish des Mikroskops vorhandenen Nonius
lassen sih die Reservoirlöher mit einer Genauigkeit von a.±100 µm po-
sitionieren. Zum Stanzen wird das Objektiv des Mikroskops durh einen
Stanzer ausgetausht.
Nah der Reinigung der PDMS-Mikrostruktur und des optional mit
PDMS beshihteten Dekglases
1
im Ultrashallbad mit Aeton, Etha-
nol und Wasser werden das (mit PDMS beshihtete) Dekglas und die
strukturierte Seite des PDMS in einer selbst konstruierten kapazitiven
Sauersto-Plasmaanlage (500 kHz, 50 kV ) nah [106℄ für 30 s bei einem
1
Die Messungen der Kapitel 4.2.2, 4.2.3 und 4.3.1 sind mit niht beshihteten Dek-
gläsern durhgeführt worden. Die Beshihtung erfolgt analog zur Beshihtung
eines Si-Wafers mit SU-8 bei einer Umdrehungsfrequenz von 3000 rpm.
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Abbildung 3.3: Zusammenbau des Mikrouidik-Chips
Der mit dem negativen Fotolak SU-8 beshihtete Wafer (1) wird
durh eine Chrommaske (2) mittels Kontaktlithographie belihtet (Hg,
i-Linie, λ = 365 nm). Nah der Entwiklung (3) dienen die belihte-
ten Strukturen als negativer Abdruk (Masterwafer) für die PDMS-
Abformung (4). Das Stanzen der Reservoirlöher (5) durh das PDMS
erfolgt nah dem Abziehen von dem Masterwafer. Im letzten Shritt (6)
werden die PDMS-Struktur sowie ein optional mit PDMS beshihtetes
Dekglas nah der Oxidation in einem Sauerstoplasma irreversibel zu-
sammengebraht. Das Dekglas bildet mit den Strukturen des PDMS
und den Reservoirs einen Mikrouidik-Chip.
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SU-8 (X) Höhe ν
30sek
soft bake [min℄ expos. post exp. bake [min℄
[µm℄ [min−1℄ 40/65/90◦C [sek℄ 40/65/90◦C
2 2 2000 3/5/5 10 3/5/20
5 5 2000 3/5/5 18,5 3/5/20
10 10 2000 3/5/5 30 3/5/20
50 1000 5/10/- - -/-/-
200 1000 5/10/15 120 10/60/60
Tabelle 3.1: SU-8 Prozessparameter
In der Tabelle sind die Prozessparameter für die Herstellung der Mas-
terwafer untershiedliher Höhen angegeben. Das X steht dabei für die
SU-8 Formulierung. Für die Herstellung der Sättigungsstruktur (letzte
Zeile) wird der Fotolak in einem doppelten Spin-Coating-Verfahren auf
den Silizium-Wafer aufgebraht. Vor der Auftragung der zweiten Foto-
lakshiht erfolgt ein unvollständiges soft bake. Die Entwiklingszeit
der Masterwafer im Entwiklerbad beträgt für die Strukturen bis a.
10 µm zwishen 1 − 2 min. Die Entwiklungszeit für die 200µm hohe
Sättigungsstruktur beträgt a. 30 min.
Sauerstodruk von 10−1 mbar oxidiert. Beide so behandelten Flähen
werden danah derart aufeinandergelegt, dass durh das Abshlieÿen der
strukturierten PDMS Seite mit dem (mit PDMS beshihteten) Glas die
Mikrokanäle entstehen. Nah kurzer Zeit hat sih eine irreversible ko-
valente Verbindung zwishen Glas und PDMS gebildet [107, D6℄, sodass
nah einer Stunde eine optionale Oberähenmodikation der Mikrokanä-
le mittels PEG-3400 (im Arbeitspuer gelöst, s.u.) vorgenommen werden
kann. Nah erfolgter Funktionalisierung mit PEG-3400 muss dieses nah
a. 30 Minuten durh den Arbeitspuer (10mM Phosphatpuer; pH 8, 3;
2mM NaCl, 1mM EDTA) mittels Unterdruk einer Wasserstrahlpumpe
ausgetausht werden. Optional wird dem Puer eine auf 0, 1 %ige POP-6
(v/v) Lösung zur Reduktion des EOF hinzugegeben. Weitere Details zu
der Herstellung von PDMS-Mikrouidikhips sind den Arbeiten [104, D1℄
zu entnehmen.
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3.3.2 Reservoirvergröÿerung & Elektrishe
Kontaktierung
Die Bewegungen der DNA und µBeads werden durh elektrishe Felder
induziert. Die einfahe, shnelle und reproduzierbare Kontaktierung ist
in Abb. 3.4 gezeigt. In das Plexiglas sind dekungsgleih zum PDMS-
Mikrohip gröÿere Reservoirlöher gebohrt, in welhe jeweils ein Pt-
Drahtende (d = 0.4 mm, VWR, Deutshland) eingefasst ist. Über das
andere Ende der Pt-Drähte wird mittels Miniaturklemmen (MiroKleps,
Conrad Elektronik, Deutshland) der elektrishe Kontakt zu den Span-
nungsquellen hergestellt. Aufgrund der guten Adhäsionseigenshaften von
PDMS lässt sih dieses reversibel an Plexiglas anbringen und das Plexi-
glas mit den eingefassten Pt-Elektroden anshlieÿend wiederverwenden.
(a) (b)
Abbildung 3.4: Elektrishe Kontaktierung
Elektrishe Kontaktierung mit Hilfe einer Plexiglasstruktur mit ange-
passten Reservoirlöhern und Pt-Draht. Die rehte Figur zeigt die ex-
perimentelle Realisierung und die Kontaktierung mit MikroKleps.
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3.4 Messmethoden und
Versuhsdurhführungen
3.4.1 Messung der makroskopishen Pervaporation
Für die quantitative Bestimmung der Pervaporation wird die Ver-
dampfungsmenge durh eine PDMS-Membran bekannter Gröÿe und
Dike bestimmt. Dazu wird in eine Petrishale ein Loh mit 3 mm
Durhmesser gebohrt, durh das später destilliertes Wasser eingefüllt
wird. Als Dekel der Petrishale dient eine PDMS-Membran, die in
einem doppelten Abgussverfahren hergestellt wird. Die erste Lage PDMS
wird dabei für eine Stunde in einer gröÿeren Petrishale bei 85 ◦C niht
vollständig ausgebaken. Anshlieÿend wird die gleihe Menge PDMS
nohmals hinzugegeben und die Petrishale mit dem Loh so darauf
abgelegt, dass das PDMS den Dekel der Petrishale bildet. Dieses
Konstrukt (s. Abb. 3.5) wird dann bei 85 ◦C für weitere 4 Stunden
ausgebaken. Mit einem Skalpell wird das PDMS um die Petrishale
mit Loh freigeshnitten. Durh das Loh kann nun destilliertes Wasser
eingefüllt und mit mehreren Lagen Tesalm abgeklebt werden.
Abbildung 3.5: Petrishale mit PDMS-Membran
Durh das Loh wird die mit der PDMS-Membran abgeshlossene Pe-
trishale mit Wasser gefüllt. Nah dem Abdihten des Einfüll-Lohs
kann das Wasser nur durh die PDMS-Membran pervaporieren. Die
Pervaporationsrate ergibt sih aus der Flähe der PDMS-Membran und
dem Massenverlust infolge von Pervaporation über die Zeit.
Die durh eine PDMS-Membran verursahte Verdunstung hat eine
Massenabnahme zur Folge, die mit einer Analysenwaage (CP224S,
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Sartorius, Deutshland) bestimmt werden kann. Aufgrund der geringen
Massenabnahme und der damit verbundenen langen Messzeit, wurde der
staubarme Reinstraum als Messort ausgewählt.
Um über eine lange Zeit Messungen durhführen zu können, wird
die Analysenwaage über einen seriellen RS232 → TCP/IP Wandler
(ADAM-4571L Data Gateway, Advanteh Co., Ltd., USA) mit einem
Messrehner verbunden, der über ein LabView-Programm die Waage
fernsteuert. Das LabView Programm zeihnet dabei über einen Zeitraum
von a. 16, 5 h alle 300 Sekunden die Werte auf.
3.4.2 Reduzierung der Pervaporation
Für die Reduzierung der Pervaporation werden zwei Strategi-
en untersuht. Zum einen wird der Mikrouidikkanal mit einer
Polyethylentherephtalat (PET-)Folie als Dampfsperre abdekt und
zum anderen wird das PDMS mit Hilfe eines zweiten PDMS-Kanals
(s. Abb. 3.6, im Folgenden als Milli-Kanal bezeihnet) gesättigt, wel-
her mit einer Quershnittsähe von 4 mm× 200 µm wesentlih gröÿer
als der Mikrokanal ist und auf den sonst vollständig autarken Mikroka-
nal aufgesetzt wird. Der Milli-Kanal wird  bis auf den doppelten Be-
shihtungsprozess (s. Tab. 3.1, letzte Zeile) mit der viskoseren SU-8 (50)
Formulierung und einem doppelten soft bake Prozess nah jeweils einem
spin-oating-Vorgang  analog zu der Beshreibung in Kapitel 3.3.1 her-
gestellt.
Für die Bestimmung der Zeitkonstanten, bis die Sättigung die Strömungs-
geshwindigkeit in dem Mikrokanal auf den e-ten Teil reduziert hat, wird
die Oberseite des PDMS-Mikrokanals niht zusätzlih in der Sauersto-
Plasmaanlage oxidiert. Für das einfahere Befüllen diesesMillikanals wer-
den jedoh für alle anderen Messungen zusätzlih die PDMS-Oberähen
der Mikrohips direkt nah dem Zusammenbau oxidiert.
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Abbildung 3.6: Milli-Kanal zum Sättigen des PDMS
Eine zweite strukturierte PDMS-Shiht bildet mit dem Mikrouidik-
Chip einen zweiten Kanal. Der zweite (Milli-)Kanal ist 4 mm breit,
a. 200 µm hoh und bendet sih oberhalb des Mikrouidik-Kanals.
Mikro- und Milli-Kanal haben keinen direkten Kontakt miteinander.
Das Einfüllen von Wasser in den Milli-Kanal sättigt den PDMS-Bereih
des darunter liegenden Mikrokanals mit Wasser.
3.4.3 Bestimmung der DNA
Migrationsgeshwindigkeiten
Für die Bestimmung der Migrationsgeshwindigkeiten der DNA werden
zwei vershiedene Methoden verwendet. Die teilweise hohen Geshwin-
digkeiten und insbesondere die untershiedlihen Konzentrationen der
verwendeten DNA-Lösungen mahen eine automatisierte Auswertungs-
methode shwierig. In diesem Fall wurde manuell ausgewertet. Die zwei
Methoden werden im Folgenden kurz vorgestellt:
Manuelle Bestimmung: Die manuelle Bestimmung erfolgt durh Unter-
einanderlegen der Bilderserie und wird nur dann verwendet, wenn
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eine automatishe Auswertung niht möglih ist. Für die Auswer-
tung wird die Migrationsstreke durh die dafür benötigte Zeit ge-
teilt. Der Fehler wird über die Gauss'she Fehlerfortpanzung unter
Verwendung von ∆t entsprehend der halben Belihtungszeit und
∆x = 5 Pixeln ermittelt. Aus einer Bilderserie werden 20 aufeinan-
derfolgende Bilder zur Auswertung herangezogen.
Partile Image Veloimetry: Die Partile Image Veloimetry (PIV) eig-
net sih hervorragend, wenn die mittlere Geshwindigkeit vieler Mo-
leküle bestimmt werden soll. Die verwendete PIV-Software, DaVis
6.0, nutzt als statistishes Werkzeug die Kreuzkorrelation, um die
wahrsheinlihste Bewegung der Moleküle von zwei aufeinander-
folgenden Bildern zu bestimmen. Für die Auswertung werden die
PIV-Daten bzw. Geshwindigkeiten von 20 aufeinanderfolgenden
Bildern bestimmt.
3.4.4 Pinhed-Injektion
Das für diese Arbeit verwendete Verfahren, um ein deniertes Probenvo-
lumen zu einem denierten Zeitpunkt in einen Mikrokanal zu injizieren,
ist die sogenannte pinhed-injetion Methode (s. Abb. 3.7) [11, 21, 108℄.
Im Ersten Shritt kann durh Anlegen geeigneter Spannungen ein Pro-
benvolumen an der Kreuzung eingeengt werden. Durh Umshalten der
Spannungen wird das denierte Probenvolumen injiziert und separiert.
Neben der Pinhed-Injetion existieren die oating und gated-injetion-
Methode, auf die hier niht weiter eingegangen werden soll.
3.4.5 Absolut Negative Mobilität
Die Präparation der Mikrohips für die ANM-Messungen erfolgt wie oben
(Kapitel 3.3.1) beshrieben. Die Funktionalisierung des Mikrohips er-
folgt hierbei jedoh niht mit dem PEG-3400 und POP-6, sondern mit
einer 100 µM F-108 Lösung in einem 100 mM Phosphatpuer bei pH
8, 2. Nah einer Inkubationszeit von 2−20 Stunden wird die F108 Lösung
durh denselben Puer ohne F108 ersetzt. Der Austaush erfolgt durh
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Abbildung 3.7: Pinhed-Injetion Methode
Die Polaritäten für das Einengen des Probenvolumens a) und der an-
shlieÿenden Injektion b) gelten nur für den Fall, dass die elektropho-
retishe der elektroosmotishen Mobilität überwiegt. Der Injektions-
shritt ist auh mit veränderten Potenzialen und Polaritäten an den
Reserveroirs 3 und 4 möglih.
Anlegen eines geringen Vakuums einer Wasserstrahlpumpe. Die elektri-
she Kontaktierung erfolgt wie in Abbildung 3.4 beshrieben.
Nah der hemishen Oberähenfunktionalisierung wird eine geeignete
Konzentration einer Partikelemulsion in die Reservoirs gegeben. Die ge-
ladenen Partikel (r = 1 µm CML, IDC, USA) werden hydrodynamish in
den strukturierten Mikrokanal gespült. Benden sih genügend Partikel
in dem mittleren Bereih, so werden die Reservoirs ausgeglihen, sodass
keine Strömung mehr vorhanden ist. Die Bestimmung der Geshwindig-
keit der µBeads, die für die Messung der Absolut Negativen Mobilität ver-
wendet werden, erfolgt mit der freien Software ImageJ unter Verwendung
des Traking-Plugins MT2 (multiple traker 2). Die von dem Programm
ausgegebenen Positionen und Vershiebungen werden anshlieÿend in Ge-
shwindigkeiten umgerehnet.
3.4.6 Dielektrophoretishe Messungen
Die Präparation und elektrishe Kontaktierung des Mikrohips für die
dielektrophoretishen Messungen erfolgt wie in Kapitel 3.3.1 und Kapi-
tel 3.3.2 beshrieben. Aufgrund der verhältnismäÿig groÿen Dimensionen
bzw. Quershnittsähen von A = 100×6 µm2 des Mikrokanals sind Strö-
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mungen und Konzentrationsänderungen infolge der Pervaporation niht
sihtbar. Eine Sättigung des PDMS nah Kapitel 3.4.2 ist daher niht
notwendig.
Für die Messung wird die Lösung aus Reservoir 3 (s. Abb. 3.7) gegen eine
DNA-Lösung ausgetausht. Vor der ersten Messung wird der Mikroui-
dikkanal auf möglihe Strömungen hin kontrolliert. Dafür wird die DNA
Rihtung Kreuzung gepumpt, dort angehalten und die übrigen Reser-
voirs mit Puer so aufgefüllt, bis keine Netto-Strömung mehr erkennbar
ist. Nah dem Ausgleih der Reservoirs kann die Position des Messortes
am Ende des Separationskanals 2 über die xy-Stage des Mikroskops ange-
fahren und die Messung gestartet werden. Die Injektion der DNA-Lösung
nah der pinhed injetion Methode (s. Kapitel 3.4.4) und die Aufzeih-
nung der Messdaten werden gleihzeitig gestartet.
Für alle dielektrophoretishen Messungen bleibt zunähst der Detekti-
onsort x, wobei die Amplitude der sinusförmigen Wehselspannung U
AC
in einer Rampe nah einer Zeit τ um jeweils einen diskreten Shritt U
in
erhöht wird. Für die elektrophoretishe Migration wird der Wehselspan-
nung eine Gleihspannung U
DC
überlagert. Kurz bevor die DNA-Moleküle
den Detektionspunkt erreihen, wird die Fallenstärke bzw. die Amplitu-
de des Wehselfeldes auf einen Wert von U = 420 V gestellt. Anshlie-
ÿend wird der Shrittmotor der xy-Stage (und damit auh der Detekti-
onspunkt) mit 50 Shritten pro Sekunde (v =̂ 10 µm/s) Rihtung Ka-
nalkreuzung gefahren. Das Elektropherogramm wird anshlieÿend unter
Verwendung von x = vt ab dem Zeitpunkt, an dem der Shrittmotor
gestartet wurde, in ein sogenanntes Dielektropherogramm umgewandelt.
Das so erhaltene Dielektropherogramm spiegelt die Positionen wider, an
denen vershiedene DNA-Typen gefangen wurden.
40
4 Ergebnisse und Diskussion
Der Ergebnisteil gliedert sih in drei Abshnitte. Die Pervaporation bildet
dabei einen einleitenden Abshnitt für ein besseres Verständnis der Ver-
dunstungseekte, die zu störenden Strömungen und Konzentrationsän-
derungen führen. Im Abshnitt 4.2 wird der Einuss der Kanalgeometrie
auf die Migration diskutiert. Shlieÿlih werden im letzten Abshnitt neue
Migrations- und Separationsmehanismen in AC-Feldern vorgestellt, die
bisher standardmäÿig eingesetzte Verfahren zur Aufreinigung und Auf-
trennung ergänzen können.
4.1 Pervaporation
Während der Messungen in den Mikrokanälen treten häug ungewollt stö-
rende Strömungen auf, die die Messungen stark beeinussen und daher
eliminiert werden müssen. Im folgenden Abshnitt 4.1.1 wird die Perva-
poration von Wasser durh PDMS-Membranen untershiedliher Diken
und Mishungsverhältnisse untersuht, um ein Verständnis für die Grö-
ÿenordnungen der Evaporations- bzw. Pervaporationsraten zu bekom-
men. Anshlieÿend werden im Abshnitt 4.1.2 die Einüsse der durh
die Pervaporation induzierten Flüsse auf die Mikrokanäle untersuht und
anshlieÿend im Abshnitt 4.1.3 eine Strategie zur Verringerung der Per-
vaporation entwikelt.
4.1.1 Pervaporation durh eine PDMS-Membran
In Kapitel 3.4.1 wurde der Messaufbau und die Herstellung der
Mikrouidik-Chips bereits erläutert. Da der Reinstraum bei nahezu kon-
stanter Temperatur von 18◦C sowie einem leihten Überdruk von a.
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20 Pa gegenüber dem Auÿendruk gehalten werden kann und kontrol-
lierte Luftströmungen vorherrshen, lassen sih grobe Aussagen zur Grö-
ÿenordnung der Verdampfungsrate mahen. Abb. 4.1 zeigt die Massen-
abnahme einer mit Wasser gefüllten Petrishale über einen Zeitraum von
a. 16.5 h und in Tabelle 4.1 sind die Verdampfungsraten für vershiede-
ne PDMS-Diken und Mishungsverhältnisse (uring agent : prepolymer)
angegeben.
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Zeit [h]
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100,80
100,81
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100,83
100,84
100,85
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100,89
100,90
M
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 [g
]
q ~ (0,254 +- 0,001) mg/m2s
Pervaporation durch eine PDMS-Membran
d=85mm; t = 1,4 mm; Mischungsverhaeltnis 1:10
Abbildung 4.1: Massenverlust aufgrund von Pervaporation
Beispielmessung für die Pervaporation durh eine PDMS-Membran und
der damit verbundenen Massenabnahme. Die Steigung bzw. der Abfall
geteilt durh Flähe der PDMS-Membran ergibt die Pervaporationsra-
te, die in Tabelle 4.1 für vershiedene Diken und Mishungsverhältnisse
angegeben ist.
Vergleiht man die Werte aus Tabelle 4.1 mit der mittleren freien Eva-
porationsrate, so ergibt sih für die Pervaporation durh eine PDMS-
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Membran gegenüber der freien Evaporation eine Reduktion der Perva-
porationsrate auf a. 0, 1 − 4 %. Der Vergleih der Pervaporationsraten
mit Liang et al. [109℄ und Watson et al. [110℄ zeigt, dass deren Wer-
te um eine Gröÿenordnung gröÿer sind. Dieses kann auf untershiedlihe
PDMS-Formulierungen zurükgeführt werden oder auf Pervaporationsef-
fekte eines Ethanol-Wasser-Gemishs. Wie bereits geshildert, sollen die
vorgestellten Daten nur einen groben Anhaltspunkt für die Gröÿenord-
nungen der Evaporationsraten geben.
Mishungsverhältnis; Dike d [mm℄; Pervaporationsrate Q [
mg
m2s ℄
typishe freie Evaporationsrate
ohne PDMS-Membran
∗ ≈ 40
0.75:10; d = 1, 4 0, 414
1:10; d = 1, 4 0, 254
1,25:10; d = 1, 4 0, 220
1:10; d = 2, 1 0, 149
1:10; d = 2, 8 0, 108
Tabelle 4.1: Pervaporationsraten
Die Verdampfungsraten durh PDMS-Membranen untershiedliher
Mishungsverhältnisse (uring agent : prepolymer) und Diken. Der
Durhmesser der PDMS-Membran beträgt jeweils D = 85 mm.
∗
Die freie Evaporationsrate ist nah Penman [111℄ von der Temparatur,
Druk, Wind et... abhängig
4.1.2 Pervaporationsinduzierte Strömungen in
Mikrouidik-Kanälen
Die geringen Kanaldimensionen verursahen bei kleinsten Volumen-
strömen in den Kanälen hohe Strömungsgeshwindigkeiten. In PDMS-
Mikrokanälen mit Kanal-Quershnittsähen kleiner als ∼ 20 × 20 µm2
maht sih eine Strömung bemerkbar, die zwishen zwei Reservoirs sym-
metrish in Rihtung Mitte des PDMS-Mikrokanals linear abnimmt und
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niht durh die untershiedlihen Füllhöhen und Krümmungsradien der
Reservoirs bzw. Wassertropfen erklärt werden kann. Da die Strömungs-
geshwindigkeiten sehr hoh sein können (s. Abb. 4.2), kann der Eekt
niht durh (gerihtete) Diusion infolge von Konzentrationsuntershie-
den oder untershiedliher hemisher Potenziale verursaht werden.
Die Lösung des Phänomens liefert der symmetrishe Fluss selbst: Die
durh die Pervaporation entweihende Menge Wasser wird aus den Re-
servoirs nahgeliefert und verursaht eine Flüssigkeitsströmung, die umso
gröÿer ist, je kleiner der Quershnitt ist. Dabei nimmt die Geshwindig-
keit, wie in Kapitel 2.4.1 erläutert, von der Kanalmitte linear zu beiden
Reservoirs hin zu. Dieses Verhalten ist in Abb. 4.2 für zwei Mikrokanäle
mit 5 × 5 µm2 Quershnittsähe gezeigt. Der Mikrokanal, der mit der
dünneren PDMS-Shiht (d = 14, 6 µm) abgeshlossen ist, zeigt gegen-
über dem mit einer diken PDMS-Shiht (d = 500 µm) eine deutlih
höhere Strömungsgeshwindigkeit und damit höhere Pervaporationsrate,
was in Übereinstimmung mit dem Ergebnis aus dem vorangegangenen
Kapitel 4.1.1 steht.
Berehnet man für diese Mikrokanaldimensionen die Pervaporationsraten
Q, wobei die Kanaloberähe als Verdampfungsähe betrahtet wird,
so ergeben sih Werte von Q
d=500 µm ≈ 45 mg/m
2s und Q
d=14,6 µm ≈
60 mg/m2s, die vergleihbar mit der freien Evaporationsrate an Luft
sind.
Die Abb. 4.3 zeigt die Abhängigkeit von k = j/A nah Gleihung (2.6)
für vershiedene Quershnittsähen A der Kanäle. Die drei abweihen-
den Werte bei A−1 = 0, 2/0, 27/0.4 sind auf systematishe Fehler bei
der Messreihe bzw. der Auswertung zurükzuführen. Werden diese Werte
vernahlässigt, so ergibt sih eine Abweihungen von der Gleihung (2.6)
zu
v(x) ∝
x
A♮
(4.1)
Der Exponent ♮ = 0, 85± 0, 16 bestätigt innerhalb der Fehlergrenzen die
Messungen von Verneuil [62℄, die einen Exponenten von ♮ = 0, 85 ermit-
telt haben.
Durh die hohen Strömungsgeshwindigkeiten und kleinen Kanaldimen-
sionen ändert sih auh die Konzentration des Puers sehr shnell. In
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Abbildung 4.2: Strömungsgeshwindigkeit in Abhängigkeit von
der Kanalpositon und Dike der PDMS-Shiht
Die Strömungsgeshwindigkeit ist in Abhängigkeit von der Kanalposi-
ton gezeigt. Deutlih zu erkennen ist die gröÿere Steigung und damit hö-
here Verdampfungsrate für Mikrokanäle mit dünnen PDMS-Shihten.
Abb. 4.4 sind Bilder aus einer Videosequenz dargestellt, die Konzentra-
tionsänderung einer 2 M NaCl Lösung in einem 5 × 5 µm2 × 30 mm
Mikrokanal dokumentieren. Nah 37 Minuten bildet sih innerhalb von
10 Sekunden ein NaCl-Kristall, der danah stetig weiterwähst. Das Ein-
setzen der Kristallisation beginnt, wenn die Konzentration in die Sätti-
gung geht. Für NaCl beträgt dieser Wert unter Normalbedingungen a.
c = 6, 1 M [112℄, d.h. die Konzentration in der Mitte des Mikrokanals
verdreifaht sih nah a. 37 Minuten. Dieser Umstand verdeutlih, wie
wihtig es ist, die Pervaporation zu verringern.
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Abbildung 4.3: Doppelt-logarithmishe Darstellung von Gl. (2.6)
Die Messung zeigt eine niht-lineare Abhängigkeit von k zur inversen
Quershnittsähe A−1 des Mikrouidik-Kanals.
4.1.3 Reduktion der Pervaporation
Die zunähst einfahste Methode, die Pervaporation zu verringern
besteht darin, den PDMS-Mikrokanal mit einer Dampfsperre aus
Polyethylenterephtalat (PET) abzudeken. Als Alternative bietet sih die
die Sättigung des PDMS mit Wasser an.
Die einfahe Abdekung des PDMS-Kanals mit PET hat aufgrund der
niht mit PET bedekten Seitenähen niht den erwünshten Eekt.
Setzt man diesen Wert in Relation zum Kanalvolumen, so ist klar, dass
eine Sättigung des PDMS durh Pervaporation aus dem Mikrokanal sehr
lange dauern würde.
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Abbildung 4.4: Kristallisation von NaCl
(i) Anfangs beträgt die Konzentration der NaCl-Lösung ∼ 2M und der
Brehungsindex n = 1.352 [112℄. (ii) Nah a. 25 Minuten hat sih die
Konzentration so geändert, dass sih die Brehungsindizes der NaCl-
Lösung und des PDMS (n ≈ 1, 4 − 1, 44 für oxidiertes PDMS [113℄)
angeglihen haben. Dadurh lässt sih der Kanal niht mehr vom Hin-
tergrund untersheiden. (iii) Durh weitere Pervaporation übersteigt
der Brehungsindex der Salzlösung den vom PDMS und der Kanal wird
langsam wieder sihtbar. (iv) Nah a. 37 Minuten ist die Sättigungs-
konzentration von 6, 1 M erreiht und es bildet sih innerhalb von nur
10 Sekunden ein Salzkristall aus (v-viii), der stetig weiterwähst.
Das Sättigen des PDMS-Mikrokanals mit Wasser ist am aussihtsreihs-
ten, um die Strömung bzw. Pervaporation und Konzentrationsänderun-
gen des Puers zu unterdrüken. Dazu wird ein Mikrokanal für 24 Stun-
den in ein Wasserbad gelegt, damit das PDMS Wasser aufnehmen kann.
Nah Herausnahme aus dem Wasserbad hat das PDMS eine leihte Trü-
bung angenommen. Die Messung der Strömungsgeshwindigkeit muss
direkt nah dem Befüllen der Reservoirs des linearen Kanals erfolgen.
Die Abb. 4.5 zeigt die Zunahme der Strömungsgeshwindigkeit für einen
1, 5×1, 5 µm2×10mm langen Kanal mit einer d = 500 µm diken PDMS-
Shiht nah Herausnahme aus dem Wasserbad. Man erkennt deutlih,
dass die Strömung wieder zunimmt und sih nah einer harakteristishen
Zeit einem konstanten Wert annähert. Die harakteristishe Zeit für die
Wiederaufnahme der Strömung wird durh antten der Messpunkte an
die exponentielle Funktion f(t) = A0 ± A1 exp(t/τ) bestimmt. Die ha-
rakteristishe Zeit τ gibt die Zeit an, in der die (gespiegelte) Kurve auf
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den e-ten Teil abgefallen ist.
Die Verwendung einer doppelt so diken PDMS-Shiht (d = 1 mm)
führt fast zu einer Verdopplung der Zeitspanne, bis sih die Strömungs-
geshwindigkeit auf den normalen Wert einstellt (s. Tabelle 4.2). Diese
Methode ist daher niht geeignet, um die Pervaporation dauerhaft zu
verringern.
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Abbildung 4.5: Strömungsgeshwindigkeit in Abhängigkeit der
Zeit
Wird der Mikrouidik-Kanal mit dem Milli-Kanal gesättigt, so nimmt
die Geshwindigkeit mit der Zeit exponentiell ab. Die Strömungsge-
shwindigkeit nimmt mit der Zeit zu, wenn der gesättigte PDMS-
Mikrokanal aus einem Wasserbad herausgenommen wird.
Die Verwendung von PET als Dampfsperre wird, wie oben beshrieben,
auh für die Sättigung untersuht. Dafür wird der PDMS-Mikrohip di-
rekt nah der Herausnahme aus dem Wasserbad mit PET abgedekt und
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die Strömungsgeshwindigkeit wird bestimmt. Wie man aus der Tabel-
le 4.2 entnehmen kann, wird die Pervaporation nur verzögert. Insgesamt
ist die harakteristishe Zeitkonstante für die Wiederherstellung der Strö-
mung auh hier nur von der Dike der PDMS-Shiht abhängig und un-
abhängig von der Kanalgröÿe. Der Grund dafür liegt darin, dass das vom
Kanal in das PDMS übergehende Wasser shnell genug abtransportiert
wird.
Die Reduktion der Pervaporation durh Sättigung mit Wasser ist vielver-
Quershnittsähe A [µm2℄;
Dike d [mm℄ Zeit τ [min℄
Verdunstung ohne PET A = 3× 3; d = 1000 8.4± 4.3
A = 1, 5× 3; d = 1000 9.1± 1.6
A = 3× 3; d = 500 5.1± 2.0
Verdunstung mit PET A = 3× 3; d = 1000 13.7± 2.4
A = 1, 5× 3; d = 1000 15.3± 2.8
A = 3× 3; d = 500 7.5± 2.9
Sättigung A = 3× 3; 1000 11.2± 2.8
A = 1, 5× 3; d = 1000 10.2± 5.7
A = 3× 3; d = 500 5.6± 2.2
A = 1, 5× 3; d = 500 5.5± 0.6
Tabelle 4.2: Zeitdauer für die Reduktion und Wiederherstellung
der Strömungen
Die harakteristishe Zeitdauer für die Wiederherstellung und Re-
duktion der Pervaporation ist von der Dike der PDMS-Shiht des
Mikrouidik-Kanals abhängig und unabhängig von der Gröÿe des
Mikrouidik-Kanals. Eine Abdekung mit PET verlängert die Dauer
bis zum Wiedereinsetzen der vollständigen Strömungsgeshwindigkeit.
sprehend, jedoh muss der PDMS-Kanal weiterhin mit einem Wasserbad
in Kontakt stehen. Daher wird ein Milli-Kanal (s. Abb. 3.6) verwendet,
um den Mikrohip während der gesamten Messzeit mit Wasser gesättigt
zu halten. Die nahezu vollständige Reduktion der Pervaporation erfolgt
innerhalb von nur 30 Minuten nah Aufsetzen und Befüllen des Milli-
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Kanals (s. Abb. 4.5). Die Abnahme der Strömungsgeshwindigkeit auf
den e-ten Teil des Anfangswertes wird hier wie oben berehnet und ist in
Tabelle 4.2 angegeben. Auh hier zeigt sih, dass die Sättigung und Ab-
nahme der Pervaporation für dünne PDMS-Mirohips shneller vonstat-
ten geht als für dike PDMS-Shihten. Die für die Sättigung benötigte
Zeit τ ist hier ebenfalls von der Kanalgröÿe unabhängig. Die verbleiben-
de Strömungsgeshwindigkeit von weniger als 5 µm/s (s. Abbildung 4.5)
kann auf untershiedlihe Füllhöhen der Reservoirs oder Krümmungsra-
dien der Reservoirtröpfhen zurükgeführt werden.
4.1.4 Einuss der Pervaporation auf den EOF
Die Reduktion der Pervaporation durh Sättigung des PDMS-
Mikrouidik-Kanals ist eine einfahe Methode und funktioniert reht gut,
doh bei den Messungen zeigte sih ein zunähst niht erklärbares Phä-
nomen. Die Migrationsrihtung der DNA verlief niht mehr deniert in
eine Rihtung. Besonders nahdem die DNA mit der pinhed-injetion-
Methode in den Separationkanal injiziert wurde, dominierte mal die elek-
trophoretishe, mal die elektroosmotishe Rihtung. Aufgrund der Be-
shihtung der Mikrokanäle mit PEG-3400 sollte der elektroosmotishe
Anteil aber vernahlässigbar sein [D6℄.
Für die Änderung der Migrationsrihtung ist der Milli-Kanal bzw. die
durh ihn bedingte Sättigung des PDMS und die dadurh entstehenden
Osmose verantwortlih. Durh die Sättigung des PDMS-Mikrohips mit
Wasser entsteht an der Grenzähe Mikrokanal-PDMS eine Unstetigkeit
in der Konzentration. Das Wasser aus dem PDMS gelangt nah und nah
in den Kanal und verdünnt den Puer von der Kanalwand aus. Dadurh
erhöht sih das ζ-Potenzial und der EOF setzt wieder ein.
Um dieses Phänomen gänzlih zu unterdrüken, muss der EOF komplett
eliminiert werden. Gleihung (2.7) beshreibt, dass der EOF auf zwei Wei-
sen unterdrükt werden kann. Zum einen kann die Puerkonzentration
soweit erhöht werden, bis das ζ-Potenzial klein genug ist. Zum anderen
kann die Viskosität η des Puers erhöht werden. Die erste Methode eignet
sih niht, da wie oben beshrieben, nah kurzer Zeit die Konzentration
an der Wand wieder verdünnt werden würde. Für die Unterdrükung des
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EOF wird daher POP-6 hinzugefügt, welhes die Viskosität des Puers
dauerhaft erhöht.
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Abbildung 4.6: Bestimmung des EOF mit der Current-
Monitoring-Methode nah Huang [114℄
Ohne Beshihtung der Mikrouidik-Kanalwände besitzt der EOF
einen hohen Wert. Die Funktionalisierung mit PEG-3400 reduziert den
EOF um a. 38 %. Die Zugabe von POP-6 reduziert den EOF auf unter
10 % (hier niht gezeigt: Messintervall 300− 600 s) des ursprünglihen
Wertes.
Die Abb. 4.6 zeigt die Bestimmung des EOF mit der Current-Monitoring-
Methode nah Huang [114℄ für einen nativen Kanal, für einen Kanal mit
PEG-3400 Beshihtung und einen mit PEG-3400 Beshihtung + zusätz-
liher Zugabe von POP-6. Alle Kanäle wurden vor dem Zusammenbau
zunähst in einem Sauerstoplasma oxidiert. Die PEG-3400 Beshihtung
reduziert den EOF um 36% von µ
EOF
= (2, 9 ± 0, 2) · 10−4cm2/V s auf
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µ
EOF-PEG3400
(1, 8± 0, 2) · 10−4cm2/V s. Die Hinzugabe von POP-6 unter-
drükt die EOF-Mobilität auf unter µ
EOF-POP-6
≤ 0, 3 · 10−4cm2/V s und
ist damit vernahlässigbar.
Der Wert für die Mobilität ohne Behandlung ist in sehr guter Überein-
stimmung zu den von Hellmih et al. berihteten Wert [D6℄. Die Mobilität
nah der PEG-3400 Behandlung weiht zu den Werten von Hellmih et
al. aufgrund der untershiedlihen Protokolle für die Oberähenfunk-
tionalisierung der PDMS-Mikrokanäle ab. Beispielsweise wurde für die
Funktionalisierung ein anderer Puer sowie eine kürzere Inkubationszeit
vorgenommen. Für Details sei auf Kapitel 3.3.1 sowie die Publikation [D6℄
verwiesen.
4.2 DNA-Migration in Mikrouidik-Kanälen
In den nun folgenden Abshnitten wird die DNA-Migration in freier
Lösung untersuht. Zunähst sollen die Ergebnisse der Mobilitäten in
unstrukturierten Mikrouidik-Kanälen vorgestellt werden. Anshlieÿend
wird die DNA-Migration in strukturierten Mikrouidik-Kanälen bespro-
hen, die trotz der verhältnismäÿig simplen Strukturierung im Gröÿen-
bereih des Gyrationsradius der DNA komplexe Migrationsphänomene
hervorbringen.
4.2.1 Mobilität in unstrukturierten Mikrouidik-Kanälen
In Kapitel 2.4.2 wurde das free-draining-oil Verhalten der DNA bereits
erläutert, welhes zu der konstanten und längenunabhängigen Mobilität
der DNA in freier Lösung führt. Diese Betrahtung gilt streng genom-
men nur in unendlih ausgedehnten Kanälen, in denen keine Randeekte
auftreten. Werden Mikrokanäle verwendet, die in der Gröÿenordnung des
Gyrationsradius der DNA sind, so können zusätzlih Wehselwirkungen
der DNA mit den Wänden auftreten.
In der Abb. 4.7 sind die elektrophoretishen Geshwindigkeiten für λ-
und T 2-DNA in untershiedlihen Kanaldimensionen in Abhängigkeit
der Feldstärke gezeigt. Zu erkennen ist, dass die Geshwindigkeiten der
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Abbildung 4.7: Feldstärkenabhängige Geshwindigkeit von λ- und
T 2-DNA
Die Geshwindigkeiten der beiden DNA-Sorten untersheiden sih in
den untershiedlihen Quershnittsähen der Kanäle niht. Die leih-
te Abweihung vom linearen Verhalten wird auf Retardierungseekte
infolge der deformierten Ionenwolke um die DNA zurükgeführt.
53
4 Ergebnisse und Diskussion
DNA-Moleküle in diesem Puersystem (Phosphat-Puer + POP-6, s. Ka-
pitel 3.3.1) bis a. 50 V/cm linear mit der Feldstärke zunehmen und
danah eine leihte Abweihung vom linearen Verhalten zeigen. In der
Abbildung sind daher die mittleren Mobilitäten bis zu einer Feldstärke
von 50 V/cm ausgerehnet und angegeben. Innerhalb der Fehlergren-
zen zeigen beide DNA-Typen in den untershiedlih groÿen Kanalquer-
shnitten von A = 2 × 2 µm2 − 40 × 40 µm2 keinen Untershied in
der Mobilität. Ein absoluter Vergleih der gemessenen Mobilitäten mit
den Werten anderer Gruppen ist shwierig, da andere Puersysteme ver-
wendet werden. Doh bei vergleihbaren Ionenkonzentrationen und pH-
Werten haben Stellwagen in anderen Puern ebenfalls Werte um die
µ
app
= 4, 3− 4, 9 · 10−4 cm2/V s gemessen [115℄.
Das Abahen der Geshwindigkeit bei höheren Feldstärken wird hier auf
einen Retardationseekt zurükgeführt [65℄. Eine anshaulihe Erklärung
dieses Eekts bedeutet, dass durh das elektrishe Feld und die Bewegung
der DNA im Puer die Ionenwolke um die DNA deformiert wird. Dadurh
wirkt bei höheren Feldstärken eine zusätzlihe retardierende Kraft. Die-
ser Eekt ist nah bestem Wissen bisher für DNA niht in der Literatur
diskutiert worden, doh bestehen durhaus Anzeihen dafür. Beispiels-
weise haben Kang et al. [56℄ einen ähnlihen Geshwindigkeitsverlauf in
Abhängigkeit der Feldstärke in einem 10 mM Gly-Gly Puer bei pH 8,2
gemessen, der aber shon bereits bei a. 20 V/cm eine deutlihe Verrin-
gerung der Steigung aufweist. Die Abnahme der Mobilität bei höheren
Feldstärken wird von ihnen jedoh niht diskutiert.
Bei weiterer Verkleinerung der Kanalquershnitte (< Gyrationsradius der
DNA) ist aber davon auszugehen, dass sih die DNA-Mobilitäten än-
dern. Erste Ansätze für die Untersuhung der DNA-Mobilitäten in kleine-
ren Kanälen wurden beispielsweise von Tegenfeldt et al. [116℄ unternom-
men, die die mittlere Ausdehnung von DNA-Molekülen in 100 nm diken
Kanälen untersuhten. Eine Messung der Mobilitäten wurde jedoh niht
durhgeführt. In der Arbeit von Pernodet et al. [117℄ wird die längen-
abhängige freie DNA-Mobilität auf einem ahen Si-Wafer gezeigt. Die
lokale Reibungskraft zwishen der Oberähe und der darauf adsorbier-
ten DNA sorgt dabei für eine längenabhängige Mobilität. Insgesamt kann
gesagt werden, dass sih die mittleren DNA-Mobilitäten in den untersuh-
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ten Mikrokanälen mit Quershnittsähen von A = 2×2µm2−40×40µm2
innerhalb der Fehlergrenzen niht untersheiden.
4.2.2 Bistabile Migrationsmodi in strukturierten
Mikrouidik-Kanälen
In diesem Abshnitt wird die DNA-Migration in strukturierten
Mikrouidik-Kanälen untersuht, die auf dem ersten Blik an entropi-
she Fallen erinnern. Entropishe Falle zeihnet sih dadurh aus, dass
der Mikrokanal sih periodish auf die Persistenzlänge der DNA verengt
und wieder gröÿer wird. Hier fallen die periodishen Verengungen des
Mikrokanals (s. Abb. 4.8) in die Gröÿenordnung des Gyrationsradius
der DNA. Die Dimensionen aller Kanten des periodishen Kanals sind
dabei gleih groÿ. Die Abb. 4.8 zeigt die elektrishe Feldverteilung in
einer solhen Struktur, die sih aus der Lösung der Poisson-Gleihung
mit den entsprehenden Randbedingungen ergeben. Die Dirihlet-
Randbedingungen beshreibt die Potenziale ϕi an den Elektroden bzw.
Reservoirs, und die Neumann-Randbedingung beshreibt den senkreh-
ten Verlauf der elektishen Feldlinien
dϕ
dn = 0 zum Normalenvektor der
isolierenden PDMS Grenzähe.
Die experimentelle Arbeit zu der DNA-Migration in den struktu-
rierten Mikrouidik-Kanälen wird parallel von der Arbeitsgruppe
Theorie der Kondensierten Materie in Form von molekulardynamishen
(MD-)Simulationen begleitet [D3, D5℄. In den MD-Simulationen wird die
DNA als Kugel-Feder-Modell beshrieben, wobei N die Anzahl der Ku-
geln ist. Dabei repräsentiert jeweils eine Kugel mehrere DNA-Basenpaare
und die Federn zwishen den Kugeln die Bindungen zwishen DNA-
Segmenten [118, 119℄. Obwohl bei der Modellierung der MD-Simulationen
keine hydrodynamishen Wehselwirkungen oder Wehselwirkungen mit
den Ionen des Puers bzw. der (Gegen-)Ionenwolke um die DNA
berüksihtigt werden, bestätigen die Simulationen den Mehanismus für
das Zustandekommen der längenabhängigen Mobilität in entropishen
Fallen. Zusätzlih liefert das vereinfahte Modell sogar einen weiteren
bis dato niht in Betraht gezogenen diusiv gesteuerten Eekt [D3℄ und
damit ein tieferes Verständnis für den entropishen Fallen-Mehanismus.
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Abbildung 4.8: Elektrishes Feld eines strukturierten
Mikrouidik-Kanals [118℄
Die Länge und Ausrihtung der Pfeile geben den Verlauf und die Stärke
des elektrishen Felds in dem strukturierten Mikrokanal wieder. Das
elektrishe Feld im unteren, inhomogenen Bereih ist deutlih shwäher
als im oberen Teil.
Der Vergleih der experimentellen und simulierten DNA-Migration ist
in Abb. 4.9 gezeigt. Dabei zeigt der linke Teil der Abbildung 4.9 (a-d)
die angedeutete periodishe Strukturierung sowie uoreszenzmikroskopi-
she Konformationsshnappshüsse von elektrophoretish migrierender
T 2-DNA in zeitlihen Abständen von jeweils 40 ms. Dabei streken
sih zwei T 2-DNA-Moleküle von Box zu Box und kollabieren in den
Boxen zu kompakten Knäueln. Die roten Pfeile markieren ein Molekül,
das ansheinend niht von der Strukturierung und dem inhomogenen
elektrishen Feld beeinusst wird. In rehten Teilbild e) sind Shnapp-
shüsse aus einer MD-Simulationen einer vergleihbar langen Kette
(N = 200 Kugeln) gezeigt. Die Übereinstimmungen der experimentellen
und theoretishen Migration sind deutlih zu erkennen.
Durh Langzeitbelihtung des CCD-Chips der Kamera lassen sih
vershmierte Spuren der DNA-Moleküle aufzeihnen. Bei den MD-
Simulationen erhält man durh Übereinanderlegen vieler einzelner
Shnappshüsse ein sogenanntes Monomer-Dihte-Histogramm, wel-
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Abbildung 4.9: Migration in strukturierten Mikrouidik-
Kanälen [118, D5℄
(a-d) Die grünen und roten Pfeile kennzeihnen jeweils ein Molekül in
zeitlihen Abständen von 40 ms. (e) Der Vergleih mit den Kongura-
tionen aus den Simulation zeigen eine exzellente Übereinstimmung. Die
DNA knäult sih im langsamen Zustand in dem inhomogenen Bereih
und strekt sih über die Strukturierung, während sie im homogenen
Teil knäuelformig bleibt.
hes vergleihbar mit der experimentellen Langzeitbelihtung ist. Auf
der linken Seite der Abb. 4.10 sind die experimentell ermittelten
Monomer-Dihte-Histogramme von λ-DNA für vershiedene Feldstärken
[a) 43 V/cm, b) 86 V/cm, ) 130 V/cm℄ gezeigt. Die Intensität der
uoreszierenden DNA-Moleküle ist dabei invers-proportional zu ihrer
Geshwindigkeit bzw. zur anliegenden Feldstärke. Bei höherer Feldstärke
ist die verarmte Zone deutliher zu erkennen.
Die Histogramme der MD-Simulationen (rehte Seite der Abb. 4.10)
zeigen zusätzlih die Verteilung der Monomer-Dihte in Abhängigkeit
der Länge der Kette. Die Monomer-Dihte-Histogramme zeigen, dass
sih kurze DNA-Moleküle im shnellen, oberen homogenen Bereih des
strukturierten Mikrokanals stabilisieren. Für N = 100 und E = 0, 5 · E0
ist eine verarmte Zone shwah zu erkennen, wobei sie für N = 200 bei
E = E0 sehr gut sihtbar ist. Lange Ketten bevorzugen shon bereits bei
57
4 Ergebnisse und Diskussion
kleinen Feldstärken die untere langsamere Phase. Die Umrehnung der
theoretishen Einheiten in SI-Einheiten ist in [118, D5℄ angegeben. Für
die gezeigten Strukturen sind die wihtigsten Umrehnungsfaktoren in
der Abbildungsuntershrift angegeben.
Abbildung 4.10: Bistabile-Migrationsmodi [118℄
Linke Seite: Experimentelle Aufnahmen durh Langzeitbelihtung für
vershiedende Feldstärken a) 43 V/cm b) 86 V/cm ) 130 V/cm. Mit
steigender Feldstärke nimmt die Intensität infolge kürzerer Aufent-
halstzeiten ab. Rehte Seite d): Monomer-Dihte-Histogramm für ver-
shiedene Parameter und Kettenlängen N. Die Umrehnungsfaktoren
für eine 5 µm Struktur sind: λ-DNA = 48, 5 kbp =̂ 140 Beads, T2-
DNA = 164 kbp =̂ 490 Beads, E0 =̂ 430 V/cm.
Die durh die verarmte Zone getrennten Bereihe entsprehen einer
shnell und langsam migrierenden Phase. Das Zustandekommen der
beiden Phasen bzw. der Mehanismus, der für die Stabilisierung sorgt,
soll nun näher erläutert werden. Die Abb. 4.11 zeigt den Übergang einer
Kette mit N = 500 Beads von der shnellen zur langsamen Phase. Zu-
nähst bendet sih die DNA-Kette im oberen Bereih des strukturierten
Mikrokanals, wo das elektrishe Feld homogen ist. Nah einiger Zeit
wandert ein Teil - bzw. eine Shlaufe - der DNA diusiv getrieben in
den elektrish inhomogenen Teil der Struktur. Der zurükgebliebene Teil
der DNA wird in diesem elektrish shwäheren Feld abgebremst und
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übt auf das gesamte Molekül eine bremsende Kraft aus. Die wirkende
Kraft ist in dem Kräfteparallelogramm dargestellt und zeigt nah unten.
Dadurh wird die DNA nah und nah auseinandergezogen und in den
strukturierten Bereih hinuntergezogen. Die gestrekte Form bewirkt,
dass sih die Kette entlang der elektrishen Feldlinien bewegt. Kommt
das führende Anfangsstük dabei in den shwahen Teil des inhomogenen
Feldes, so kann dieses niht mehr rehtzeitig zur nähsten Box wandern
und wird von den nahfolgenden Segmenten eingeholt, wodurh die
Kette zu einem Knäuel kollabiert.
Der zuständige Mehanismus, der für die Stabilisierung der shnellen
Phase sorgt, konnte bisher noh niht exakt identiziert werden. Eine
möglihe Erklärungen ist, dass das Streken der DNA entropishe
Energie kostet [118, D5℄. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn das
Molekül an den Eken der Strukturierung gestrekt wird. Der Drang
nah der energetish günstigeren geknäuelten Form induziert einen Drift
zum homogenen Bereih der Struktur. Eine weitere möglihe Erklärung
liefert die Struktur selbst in Verbindung mit der Diusion. Bendet sih
das Molekül im engeren Bereih der Struktur, so diundiert das Molekül
infolge von Stöÿen mit der Wand im Mittel in den mittleren Bereih
des Kanals. Diese Erklärung würde einen weiteren verarmten Bereih an
der oberen Kante des Kanals erklären, der in den Bildern nur shwah
ausgeprägt ist.
4.2.3 Elektrophoretishe Separation von λ und T2-DNA
Der vorherige Abshnitt zeigt, dass selbst eine relativ einfahe Struktu-
rierung zu einer unerwartet komplexen Migration von DNA führen kann.
Die verhältnismäÿig groÿe Strukturierung (5 × 5 µm2) des Mikrokanals
(s. Abb. 4.12 unten) führt bei hohen elektrishen Feldern zu bistabilen
Migrationsmodi. Die Möglihkeit, dass ein und dasselbe DNA-Molekül
zwishen der shnellen und langsamen Phase hin- und herspringen kann,
maht eine elektrophoretishe Separation vershieden langer DNA jedoh
shwierig bzw. sogar unmöglih. Die Verkleinerung der Kanalkonstrik-
tionen (s. Abb. 4.12 oben, mitte) in den Bereih des Gyrationsradius
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Abbildung 4.11: Übergang von der shnellen in die langsa-
me Phase [118, D5℄
(a) zeigt die Anfangskonformation. (b) Per Diusion gelangt ein Teil
der DNA unter den Einuss des inhomogenen Bereihs des elektrishen
Feldes, wodurh es eine in die Strukturierung gerihtete Kraft erfährt.
() Dadurh wird die gesamte DNA abgebremst und strekt sih über
die Strukturierung. (d) Im elektrish inhomogenen und shwahen Teil
der Struktur kann das führende Ende der DNA vom nahfolgenden Rest
überholt werden, sodass die DNA zu einem Knäuel kollabiert.
der λ- und T 2-DNA führt zu einer Unterdrükung des bistabilen Verhal-
tens [104, D5℄.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass in solh strukturierten Mikrokanä-
len, eine längenabhängige Mobilität vorhanden ist (s. Abb. 4.13) [104,
D1℄. In dem vorherigen Abshnitt 4.2.1 ist gezeigt worden, dass in niht
strukturierten Kanälen ähnliher Gröÿe keine längenabhängige Mobilität
vorhanden ist. Durh die Strukturierung wird also eine längenabhängi-
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Abbildung 4.12: Elektronenmikroskopishe Aufnahmen von
strukturierten Mikrokanälen
Die Abbildung zeigt strukturierte Mikrokanäle. Die Gröÿe der Struk-
turierungen betragen von oben nah unten 1, 5/3/5 µm.
ge Mobilität induziert. Interessanterweise sind in entropishen Fallen die
Mobilitäten langer DNA-Moleküle höher als die kurzer Moleküle [27 
29, D3℄, wohingegen sih die Mobilitäten bei den verwendeten Geometri-
en gegenteilig verhalten. Die Abb. 4.13 zeigt die Geshwindigkeit für λ-
und T 2-DNA in Abhängigkeit der Feldstärke in einem 3 µm und 1, 5 µm
(s. Abb. 4.12) strukturierten Mikrokanal. Die Steigung der Kurve ent-
spriht der Mobilität und ist für die kurze λ-DNA (1, 6 · 10−4 cm2/V s)
höher als die der längeren T 2-DNA (1, 1 · 10−4 cm2/V s) [104, D2℄.
Die höhere Mobilität für kürzere Ketten konnte in den MD-Simulationen,
wie in Abb. 4.14 gezeigt, erst bei höheren Feldstärken veriziert wer-
den [118, D5℄. Die Erklärung liefert Abb. 4.10. Bei kleinen Feldstärken
E = 0, 02 · E0 wird der strukturierte Mikrokanal von kurzen sowie lan-
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Abbildung 4.13: Mobilität in strukturierten Mikrokanälen [D1℄
Die beiden Figuren zeigen die längenabhängige Mobilität von λ-
und T2-DNA in 1, 5 µm (oben) und 3 µm (unten) strukturierten
Mikrouidik-Kanälen (s. Abb. 4.12 oben + mitte). Das Inset der lin-
ken Figur zeigt zusätzlih die längenunabhängige Mobilität in einem
20× 20 µm2 groÿen Mikrokanal.
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gen Ketten gleihermaÿen eingenommen, wobei die höhere Diusion der
kurzen Ketten sogar dafür sorgt, dass auh die Boxen stärker eingenom-
men werden. Dadurh können die kurzen Ketten für eine gewisse Zeit in
der Box gefangen werden, wo das elektrishe Feld shwäher ist. Wird
die Feldstärke erhöht, so zeigt sih, dass die langen Ketten sehr shnell
in den inhomogenen und langsameren Zustand übergehen, wobei kürzere
Moleküle niht so stark in den inhomogenen Bereih wandern.
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Abbildung 4.14: Mobilitätsumkehr für hohe Feldstärken [118, D5℄
Bei geringen Feldstärken ist die Mobilität wie bei entropishen Fallen
für kurze DNA-Moleküle geringer als für lange DNA-Moleküle. Bei ho-
hen Feldstärken dreht sih der Trend um [118, D5℄. Die quantitativen
Ergebnisse der reduzierten Mobilitäten µ/µ0 ≈ 0, 99± 0, 1 für λ-DNA
und µ/µ0 ≈= 0, 63 ± 0, 03 für T2-DNA [D1, D5℄ stimmen mit der Si-
mulation zwar niht überein, doh ist das qualitative Verhalten rihtig.
Um zu zeigen, dass sih die längenabhängige Mobilität für die Separation
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einer DNA-Mishung ausnutzen lässt, müssen die zu trennenden Mole-
küle von einem denierten Punkt aus gleihzeitig loswandern. Dies wird
ermögliht durh Anwendung der pinhed-injetion-Methode wie sie in
Kapitel 3.4.4 beshrieben wurde. Die Injektion mehrerer und einer ein-
zelnen DNA ist in Abb. 4.15 gezeigt. Durh Variation der Injektionspara-
meter und der DNA-Konzentration lässt sih die gewünshte Anzahl von
Molekülen in einen Kanal injizieren.
Abbildung 4.15: Injektion eines einzelnen und mehrerer DNA-
Moleküle [D2, D4℄
Im oberen Teilbild a) ist die Injektion von mehreren DNA-Molekülen
gezeigt, wobei das untere Teilbild b) die Injektion eines einzelnen DNA-
Moleküls zeigt. Die Konzentration betragen a) 60 pM bzw. b) 6 pM .
Unter Verwendung der o.g. pinhed-injetion-Methode ist es inzwishen
gelungen, die längenabhängige Mobilität von DNA in strukturierten
Mikrokanälen für die Separation von DNA auszunutzen [D2, D4℄. Die
Abb. 4.16 zeigt die Separation einer 60 pM λ/T 2-DNA-Mishung nah
30 Sekunden. Die kürzere λ-DNA erreiht den Detektor a. 2 Sekun-
den vor der a. um den Faktor 3, 4 längeren T 2-DNA. Die Höhenver-
hältnisse der Fluoreszenz-Peaks entsprehen etwa dem Längenverhältnis
der beiden DNA-Sorten und stimmen daher mit den verwendeten DNA-
Konzentrationen gut überein.
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Abbildung 4.16: Elektrophoretishe Separation von λ- und T 2-
DNA in freier Lösung [D2, D4℄
Der Detektionspunkt für die Aufzeihnung des Elektropherogramm
liegt 3 mm von der Kreuzung (entspriht 500 Perioden) entfernt. Die
verwendete DNA-Konzentration beträgt 60 pM und die Separations-
feldstärke 50 V/cm. Die Kanalhöhe ist 2, 7 µm.
4.3 Neue Separationsmehanismen in
AC-Feldern
In diesem letzten Abshnitt sollen neue Migrationsmehanismen vorge-
stellt werden, die auf elektrishen Wehselfeldern und teilweise diusiven
Prozessen beruhen. Im Kapitel 2.4.3 wurden bereits Brown'she Migra-
tionsphänomene wie Ratshen und ANM kurz erläutert. Im folgenden
Kapitel 4.3.1 wird eine Separationsmöglihkeit für kolloidale Teilhen,
hier Latexkugeln, vorgestellt. Danah wird im Kapitel 4.3.2 die erstmali-
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ge erfolgreihe dielektrophoretishe Separation von DNA demonstriert.
4.3.1 Absolut Negative Mobilität
Mit der Mikro- und Nanotehnologie ist man heute erstmals in der Lage,
niht nur die Eigenshaften der kleinsten Teilhen zu beobahten, son-
dern auh direkt zu beeinussen bzw. manipulieren. Im Folgenden wird
die experimentelle Realisierung der ANM für makroskopishe Objekte
(hier: Polystyren-Kugeln) demonstriert. Die symmetrishe Mikrostruk-
tur ist in Abb. 4.18 gezeigt und besteht aus alternierend shmalen und
breiten Durhgängen. Dabei können die Beads mit einen Durhmesser
von 2 µm die breiten Bereihe von 3, 1 µm durhqueren, wohingegen die-
se an den engen Durhgängen von 1, 7 µm gefangen werden. Ein shmaler
Durhgang steht einem breiten Durhgang einer benahbarten Spalte ge-
genüber.
Wie bereits in Kapitel 2.4.3 erwähnt, tritt ANM im Gegensatz zum
Ratsheneekt in räumlih und zeitlih symmetrishen Systemen auf.
In Abb. 4.17 ist die Realisierung der zeitlih symmetrishen Kraft dar-
gestellt. Die symmetrish wehselnde Kraft bzw. anliegende Spannung
U
AC
(t) mit der Amplitude U0 = ±30 V a) wird von einer statishen
Störung U
DC
b) überlagert. Daraus resultieren eine starke und shwahe
Kraftkomponente U
DC
±U0, die sih jeweils nah der Zeit τ = 25 Sekun-
den abwehseln. Die Symmetrie der Wehselspannung (bei U
DC=0) und
der Strukturierung führt zu keiner bevorzugten Netto-Bewegung. Erst die
Überlagerung des Wehselfeldes mit der statishen Störung U
DC
führt zu
einer gerihteten Teilhenbewegung.
Die Figur a) der Abb. 4.18 zeigt den Fall der langsamen Bewegung
einer Polystyren-Kugel infolge der shwahen Kraft (U
DC
− U0 < 0,
0 < U
DC
< U0). Der von der grünen Linie eingegrenzte Bereih gibt
die Region an, in der die elektrishen Feldlinien die Polystyren-Kugel
zu dem shmalen Durhgang führen und fangen. Per Diusion kann die
Kugel aus diesem Bereih entkommen und zur nähsten Spalte wandern.
Der rot markierte Bereih an den Rändern der eingezeihneten Verteilung
deutet die Wahrsheinlihkeit für das Entkommen an. Auf dem Rükweg
(Figur b) der Abb. 4.18 wirkt eine stärkere Kraft (U
DC
+ U0 > 0), wo-
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Abbildung 4.17: Realisierung der Kräfte [D8, D10℄
a) Die Kraft U
AC
wehselt nah der Zeit τ das Vorzeihen. Im zeitlihen
Mittel ergibt sih eine Netto-Kraft von Null. b) Eine statishe Störung
U
DC
mit U
DC
< U0 führt zu einer starken und shwahen Kraft mit
entgegengesetzten Vorzeihen.
durh die Kugel shneller ist und daher weniger Zeit zum Diundieren
hat. Dadurh ist die Wahrsheinlihkeit geringer, dass die Kugel die Fal-
le umlaufen kann. Insgesamt ergibt sih somit eine Netto-Bewegung in
Rihtung der shwahen Kraft. Der untere Teil der Abb. 4.18 zeigt eine
typishe Trajektorie als stroboskopishe Aufnahme bzw. die Position der
Kugel nah jeweils 100 ms.
Die Abb. 4.19 zeigt die Messpunkte für vershiedene Werte von U
DC
mit
0 < U
DC
< U0 = ±30 V . Die experimentellen Messpunkte bestehen da-
bei aus den Messungen von jeweils 40 Kugeln über einem Zeitraum von
200 Sekunden. Die durhgezogene Linie zeigt den theoretishen Verlauf
und gibt die experimentellen Messpunkte gut wieder. Für die theoreti-
shen Simulationen wurde die Bewegung einer Kugel mit einer stohasti-
shen Dynamik beshrieben, auf die hier niht weiter eingegangen werden
soll [102, D10℄.
Da die Antwort des Systems sehr stark von der Diusionskontante und
damit von der Partikelgröÿe abhängig ist [D10℄, wird es zukünftig möglih
sein, diesen Eekt für die Separation von untershiedlih groÿen Partikeln
mit untershiedliher Diusionskonstante auszunutzen. Die ANM stellt
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Abbildung 4.18: Absolut Negative Mobilität [D10℄
Die skizzierten Verteilungen zeigen die Trajektorien und Aufenthalts-
wahrsheinlihkeiten der Kugeln für den Fall einer a) shwahen und
b) starken Kraft. Im Falle der langsamen Bewegung (a) hat die Kugel
gegenüber der shnellen Bewegung (b) mehr Zeit, der Falle zu entge-
hen. Dadurh ergibt sih im zeitlihen Mittel insgesamt eine mittlere
Bewegung der Kugel entgegen der statishen Kraft U
DC
. Im unteren
Teil () ist eine typishe Trajektorie als stroboskopishe Aufnahme ge-
zeigt. Die Veränderung der Position des Beads entspriht jeweils einem
Zeitsprung von 100 ms.
68
4.3 Neue Separationsmehanismen in AC-Feldern
Abbildung 4.19: Absolut Negative Mobilität in Abhängigkeit der
statishen Kraft [102, D7, D10℄
Die Messpunkte kennzeihnen die experimentell ermittelten Geshwin-
digkeiten der Absolut Negativen Mobilität. Die durhgezogene Linie ent-
spriht der numerishen Simulation. Das Experiment und die theoreti-
she Simulation stimmen innerhalb der Fehlergrenzen überein.
damit eine neue potenzielle Möglihkeit dar, die sonst störende Diusion
für die Auftrennung von Biomolekülen auszunutzen.
4.3.2 Dielektrophoretishe Separation von DNA
Für die dielektrophoretishe Separation von DNA werden dielektropho-
retishe Fallen verwendet, die ohne mikrostrukturierte Elektroden aus-
kommen. Anstelle der mikrostrukturierten Elektroden werden elektrish
isolierende Pfostenstrukturen verwendet, die in dem PDMS-Mikrouidik-
Kanal integriert sind. Durh die Verwendung von isolierenden Pfosten-
strukturen entfällt der zusätzlihe Shritt für das Aufdampfen von Elek-
trodenstrukturen.
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Das Antwortverhalten von DNA-Molekülen auf Feldeigenshaften wie
Frequenz und Amplitude wird seit längerem untersuht [31  33℄. Bis-
her konnte das untershiedlihe Antwortverhalten jedoh noh niht für
eine erfolgreihe Separation von DNA mittels Dielektrophorese verwendet
werden, obwohl theoretishe Ansätze existieren [5, 30℄. Mit der Abb. 4.20
wird ein Design für ein Mikrouidik-Chip vorgeshlagen, mit der eine di-
elektrophoretishe Separation durhgeführt werden kann. Die Kanäle 1, 2
und 3, 4 sind 100 µm bzw. 90 µm breit. Eine detaillierte elektronenmikro-
skopishe Ansiht der Strukturierung zeigt Abb. 4.21. Die Strukturierun-
gen bestehen aus 7, 4 µm×2, 2 µm groÿen isolierenden Pfosten, die 6 µm
hoh sind und durh einen vertikalen Abstand von 2, 3 µm voneinander
getrennt sind. Der horizontale Spaltenabstand beträgt a. 21, 1 µm.
Abbildung 4.20: Strukturierter Mikrokanal für die dielektrophore-
tishen Messungen
Das Bild besteht aus einer Fotomontage zweier elektronenmikroskopi-
sher Aufnahmen. Die Zu- und Ableitungskanäle sind angedeutet einge-
zeihnet. Die Strukturierung wird nah jeder 20. Strukturspalte durh
eine weggelassene Spalte unterbrohen. Die Kanäle mit den Zahlen 1,2,3
und 4 enden wie in Abb. 3.7 jeweils an untershiedlihen Reservoirs. Die
Kanäle 1,2 und 3,4 sind 100 µm bzw. 90 µm breit.
Die isolierenden Pfostenstrukturen führen dazu, dass das elektrishe Feld
inhomogen wird. Die Berehnung des elektrishen Felds E erfolgt ana-
log zu Kapitel 4.2.2. Um die Kraftverteilung der dielektrophoretishen
Fallen qualitativ zu verstehen, wird ∇E2 für die aus dem Experiment
verwendete Struktur berehnet [D12℄. Dabei ist das elektrishe Wehsel-
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Abbildung 4.21: Vergröÿerung des strukturierten Mikrokanals
Vergröÿerter Ausshnitt der 6 µm hohen Struktur aus Abb. 4.20. Die
Abmaÿe der Strukturierung und Durhgänge sind: a = 2, 2 µm; b =
7, 4 µm; c = 2, 3 µm; d = 21, 1 µm.
feld parallel zur horizontalen Ahse. Der rehte Teil der Abb. 4.22 b)
zeigt shematish den ∇E2-Anteil der Kraft für eine dielektrophoretishe
Falle. An den Eken der Pfosten benden sih die Bereihe, an denen das
elektrishe Feld am inhomogensten ist. Der linke Teil der Abbildung a)
zeigt eine uoreszenmikroskopishe Aufnahme dielektrophoretish gefan-
gener λ-DNA. Der Vergleih der beiden Bilder zeigt, dass für den Fall der
deformierbaren DNA die dielektrophoretishe Falle mit den vier Punkten
höhster Kraft genaugenommmen aus zwei dielektrophoretishen Fallen
besteht. Dabei bilden jeweils zwei fokussierende Bereihe parallel zum
elektrishen Feld für DNA eine Falle aus.
Im Gegensatz zu üblihen Elektropherogrammen, die im Durhuss auf-
genommen werden, werden die DNA-Moleküle bei dieser Methode kom-
plett gefangen. Die Messmethode für die dielektrophoretishe Separation
ist in Kapitel 3.4.6 bereits beshrieben worden und soll an dieser Stelle
nohmal kurz zusammengefasst werden.
Für die Separation wird die DNA-Lösung mit der pinhed-injektion-
Methode in den Separationskanal einer Kreuzungsstruktur injiziert. Für
die elektrophoretishe Migration der DNA wird einer Wehselspannung
U
AC
eine Gleihspannung U
DC
überlagert. Nah der Zeit τ wird die Am-
plitude der Wehselspannung um jeweils U
in
erhöht, bis das Ende der
Rampe bei U
AC
= U
end
erreiht ist. Danah wird die Amplitude der
Spannung auf 420 V eingestellt und U
DC
ausgeshaltet, sodass alle DNA-
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Abbildung 4.22: Dielektrophoretishes Kraftfeld [D12℄
Das linke Bild a) zeigt dielektrophoretish gefangene λ-DNA. Wegen
der Deformierbarkeit der DNA können sie sih symmetrish um die
Pfosten legen. Die rehte Seite b) der Abbildung zeigt qualitativ die
räumlihe Verteilung der dielektrophoretishen Kräfte. Die Pfeile geben
die Rihtung der Kraft an, die ein Dipol spüren würde.
Moleküle gefangen werden. Im Anshluss daran fährt der Shrittmotor
des xy-Tishes mit einer konstanten Geshwindigkeit v den strukturier-
ten Bereih an der CCD-Kamera vorbei. Diese Messmethode hat gegen-
über der Durhussmethode den Vorteil, dass sih wegen der geringeren
Laufstreken keine zusätzlihen Verbreiterungen der Peaks ergeben.
Die für die dielektrophoretishe Separation verwendete Mikrostrukturie-
rung wurde ursprünglih für Elektropherogramme im Durhuss opti-
miert, d.h. das o.g. Fehlen jeder 21. Pfostenspalte sollte ursprünglih als
Detektionsfenster dienen. Läuft die CCD-Kamera über diesen Bereih, so
briht das Intensitätssignal infolge von niht vorhandener DNA ein und
ergibt ein Artefakt. Durh das sogenannte Binning, d.h. Zusammenfas-
sen von mehreren Messpunkten, verliert man zwar einige Informationen,
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doh die Artefakte können geglättet werden, ohne die Aussagekraft zu
shwähen. Dem Binning entspriht eine Mittelwertbildung der zusam-
mengefassten Messpunkte.
Auftrennung von λ- und T 2-DNA
Eine dielektrophoretishe Separation von λ- und T2-DNA, angedeutet
durh die blauen Gauss-Fits, ist in der Abb. 4.23 gezeigt. Das Inset der
Abb. 4.23 zeigt den Rampenverlauf der Spannung bzw. den Verlauf der
dielektrophoretishen Fallenstärke mit der Zeit. Die Zeitahse kann wie
zuvor bereits erwähnt ab dem Zeitpunkt, an dem die xy-Stage in Rih-
tung Kanalkreuzung gefahren wird, unter Verwendung von x = vt in
eine Ortsskala umgewandelt werden, wobei v = 10µm/s die Geshwin-
digkeit des Shrittmotors der xy-Stage ist. Dadurh ist eine eindeutige
Zuordnung der Position möglih, bei der die vershiedenen DNA-Typen
gefangen werden. Eine eindeutige Zuordnung bezüglih der Feld- bzw.
Fallenstärke zum Zeitpunkt des Fangens ist jedoh niht möglih, da die
Geshwindigkeit der DNA nihtlinear von der Fallenstärke abhängig ist.
Starke Sherkräfte bei der Präparation bzw. beim Pipettieren der T2-
DNA können zu Strangbrühen führen, die sih durh den stark ver-
raushten Untergrund der Abb. 4.23 bemerkbar mahen. Zusätzlih
bewirkt eine hohe Konzentration von DNA, dass sih mehrere DNA-
Moleküle sehr nahe kommen können und sih miteinander verknäueln.
Dadurh kann sih das Knäuel aus mehreren DNA-Molekülen eektiv
wie ein einzelnes längeres Molekül verhalten, wodurh sih die Polarisier-
barkeit verändert. Beispielsweise ist es möglih, dass die Polarisierbarkeit
von mehreren λ-DNA-Molekülen in etwa der eines T2-DNA-Moleküls ent-
spriht.
In Abb. 4.24 sind die separat gemessenen Elektropherogramme von λ-
und T2-DNA gezeigt. Die längere T2-DNA ist wie erwartet aufgrund ih-
rer Gröÿe leihter polarisierbar, wodurh sie gleih nah der Injektion
in den Separationskanal gefangen wird. Die kürzere λ-DNA kann wegen
ihrer geringeren Polarisierbarkeit weiter laufen, bis die Spannungsram-
pe den Wert erreiht, bei der die Kraft ausreihend ist, um auh die
λ-DNA zu fangen. Vergleiht man die Positionen der beiden Peaks der
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Dielektrophoretische Auftrennung von λ-T2-DNA
Mischung aus λ-DNA (2 µM [bp]) und T2-DNA (1 µM [bp]), O = -12V, ν = 60 Hz
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Abbildung 4.23: Dielektrophoretishe Separation von λ- und T 2-
DNA
Die Abbildung zeigt die dielektrophoretishe Separation von λ- und
T2-DNA nah einem 4fah-Binning. Das Inset zeigt die Originalda-
ten. Für die Rampe wird die Spannung alle τ = 3 sek beginnend bei
U
AC
= U
start
= 150 V um U
in
= 0, 6 V inkrementiert bzw. erhöht.
Danah wird die Rampe bei U
AC
= U
end
= 189 V angehalten bzw. die
Amplituden der Spannung auf U = 420 V eingestellt, U
DC
ausgeshal-
tet und der strukturierte Bereih mit dem Shrittmotor mit einer Ge-
shwindigkeit von v abgefahren. Die x-Ahse des Elektrophoerogramms
wird anshlieÿend mittels x = vt in eine Ortsskala umgewandelt und
einem 4x-Binning unterworfen.
Abbildungen 4.23 und 4.24, so sind die Fangpositionen der λ-DNA leiht
versetzt. Dieses kann auf einen Alterungseekt des Mikrouidikhip zu-
rükgeführt werden, da die separaten Messungen der λ- und T2-DNA
74
4.3 Neue Separationsmehanismen in AC-Feldern
0 1000 2000 3000 4000
Position [µm]
0,0
2,0×105
4,0×105
6,0×105
8,0×105
1,0×106
1,2×106
In
te
ns
ita
et
 [c
ou
nts
 a.
u.]
UAC = 150 V - 189 V, I = 0.6 V, τ = 3 s
UAC = 150 V - 189 V, I = 0.6 V, τ = 3 s
Dielektropherogramm
λ-DNA (1 µM [bp]) und T2-DNA (1.7 µM [bp]); O = -12 V, ν = 60 Hz
T2-DNA
λ-DNA
Abbildung 4.24: Dielektropherogramme von λ- und T2-DNA
Die Separat gemessenen Dielektropherogramme von λ- und T2-DNA
ermöglihen die Identizierung der in Abb. 4.23 gezeigten Auftrennung.
Der linke Peak entspriht der T2-DNA und der rehte Peak der λ-DNA.
nah gründliher Reinigung in demselben Kanal durhgeführt wurden.
Für die λ-T2-DNA-Mishung wurde ein neuer Kanal verwendet. Der Ver-
satz des λ-Peaks kann zudem durh einen zusätzlihen Spannungsabfall
erzeugt worden sein, der durh die gefangene T2-DNA verursaht wurde.
Ebenfalls können kleine Untershiede in den Füllhöhen der Reservoirs zu
geringen Drifts und damit zu Vershiebungen der Elektropherogramme
führen.
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Auftrennung von Plasmid-DNA
Die Auftrennung von DNA-Molekülen untershiedliher Länge spielt
in den Lebenswissenshaften eine wihtige Rolle. Neben der norma-
len DNA spielen Plasmide seit ihrer Entdekung für therapeutishe Me-
dikationen oder als vorbeugende Maÿnahme zur Vakzination eine immer
gröÿere Bedeutung in der Medizin [120℄. Bei der Produktion bzw. Kulti-
vierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkolonien (beispielsweise Eshe-
rihia oli) erhält man niht nur die therapeutish wirksame Variante
ovalently-losed-irle (), sondern auh die weniger und niht-aktiven
open-irle (o) und linearen Moleküle. Die drei vershiedenen Konforma-
tionen sind in der Abbildung 4.25 shematish dargestellt und können da-
bei niht nur als Monomere, sondern auh als Multimere vorkommen [9℄.
Monomere Dimere
linear
oc
ccc
Abbildung 4.25: Plasmid-DNA Konformationen
Die vershiedenen Plasmid-DNA Konformationen und ihre entspre-
henden Dimere sind shematish dargestellt. Hierbei stehen () für
ovalently-losed-irle und (o) für open-irle.
In der Abbildung 4.26 ist eine AFM-Aufnahme von Plasmid-DNA ver-
shiedener Konformationen zu sehen. Da niht alle Konformationen ei-
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ne erfolgreihe Therapie versprehen, muss das Plasmid-DNA-Gemish
vor der Auslieferung und Anwendung noh aufgetrennt bzw. aufgereinigt
und einer Qualitätskontrolle unterzogen werden. Die Standardmethoden
zur Auftrennung von Plasmid-DNA sind die Platten- und Kapillargel-
elektrophorese. Aufgrund der speziellen Konformationen untersheiden
sih die Migrationseigenshaften von Plasmid-DNA deutlih von norma-
ler DNA.
Abbildung 4.26: Rasterkraftmikroskopishe Aufnahme von DNA
Die rasterkraftmikroskopishe Aufnahme zeigt vershiedene Koforma-
tionen von Plasmid-DNA. Oben im Bild bendet sih ein lang gestrek-
tes Molekül, unten rehts ein (-Monomer) superspiralisiertes DNA-
Molekül. Die Konformation der DNA-Moleküle links unten (zirkulär)
und darüber (-Dimer) oben sind niht eindeutig zu erkennen.
Mishung aus 7 kbp -Monomeren und -Dimeren Die Abb. 4.27
zeigt die Auftrennung einer 7 kbp langen -Monomer (90%) und -Dimer
(10%) Plasmid-DNA bei vershiedenen Parametern. Die durhgezogenen
Linien zeigen jeweils die Fits zweier Gauss-Kurven. Obwohl der untere
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Versuh in einer deutlih kürzeren Zeit t = Uend−UstartU
in
· τ durhgeführt
worden ist, können diese zwei Peaks nah dem Rayleigh-Kriterium als
aufgelöst betrahtet werden. Die zwei kleinen Einbrühe in den linken
Peaks der beiden Versuhe deuten darauf hin, dass die CCD-Kamera
über einen Bereih gefahren ist, in dem die 21. Struktursäule weggelas-
sen wurde. Das Fehlen von DNA in diesem Bereih führt kurzzeitig zu
einem Einbruh im Intensitätssignal.
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Abbildung 4.27: Auftrennung von 7 kbp und 14 kbp Plasmid-DNA
Die Abbildungen zeigen die niht optimierte Auftrennung einer 7 kbp
langen -Monomer und -Dimer Plasmid-DNA Probe. Die verbes-
serten Parameter der Spannungsrampe sorgen für eine kürzere Separa-
tionszeit und bessere Auftrennung.
Die Optimierung der Trennparameter führt wie in Abb. 4.28 eingesetzt
zu einer Basislinien aufgelösten Trennung. Wesentlih für die Auftren-
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nungsezienz bzw. Auösung ist niht die Auftrennungszeit t, sondern
die Gesamtwahl der Parameter. Wird das Inkrement U
in
genügend klein
gewählt, so lieÿe sih die Auösung prinzipiell durh Erhöhen von τ be-
liebig steigern. Das Inkrement U
in
muss dabei so gewählt werden, dass
bei der sukzessiven Erhöhung der Spannung bzw. Feldstärke immer nur
jeweils eine weitere DNA-Sorte gefangen wird und die restlihen DNA-
Sorten weiter migrieren können.
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Abbildung 4.28: Basislinien aufgelöste Separation von 7 kbp und
14 kbp Plasmid-DNA
Mit optimierten Rampen-Parametern lassen sih die -Monomere
sehr gut von den -Dimeren Basislinien aufgelöst separieren.
Mit den aus den Dielektropherogrammen gewonnenen Intensitäten lässt
sih das Verhältnis der -Monomere und -Dimere der 7 kbp langen
Plasmid-DNA Probe bestimmen. Das Verhältnis der beiden Konforma-
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tionen ist vom Hersteller mit 90% -Monomer und 10% -Dimer (9:1)
angegeben. Die doppelte Länge des Dimers gegenüber dem Monomer
führt zu einem Korrekturfaktor von 1/2 für die Flähe des Dimer-Peaks
und es ergibt sih ein prozentualer Anteil von (12, 6± 2, 7)%. Das so kor-
rigierte Verhältnis von 1, 3 : 8, 7 stimmt innerhalb des Fehlers mit den
Herstellerangaben gut überein.
Mishung aus 7 kbp -Monomeren und -Dimeren + 21 kbp (linear,
o, )-Monomeren und -Dimeren Die Hinzugabe von 21 kbp und 42
kbp langer Plasmid-DNA zu den linearen-, o-, und -Konformationen
führt, wie in Abb. 4.29 gezeigt, zu einem weiteren Peak. Trotz der ge-
ringeren Spannungsamplitude zu Beginn der Messung wurden alle neu
hinzugegeben längeren Plasmide in einem einzigen Peak gefangen.
Die Ergebnisse der weiteren Verringerung der Anfangsspannungen sind in
Abb. 4.30 gezeigt. Der groÿe Rampenbereih und die verkürzte Zeit pro
Inkrement führen zu einer niht ganz Basislinien aufgelösten Trennung
der 7 kbp und 14 kbp langen -Plasmide. Zusätzlih sind jetzt mehrere
Peaks bzw. Muster in beiden Elektropherogrammen wiederzuerkennen.
Die benutzte Konzentration der 21 kbp und 42 kbp langen Plasmid-DNA
ist hier zu jedoh gering, um genauere Aussagen zu treen.
Mishung aus 21 kbp (linear, o-, )-Monomeren und -Dimeren
Die Separation der 21 kbp und 42 kbp langen Plasmid-DNA mit ihren
drei Konformationen ist in Abb. 4.31 gezeigt. Die verwendete Konzen-
tration ist so eingestellt, dass die Peaks deutlih zu erkennen sind. Die
beiden Messungen wurden mit leiht veränderten Rampenparametern
durhgeführt, um die Positionen, an denen die Plasmide gefangen
werden, zu vershieben. Dadurh kann sihergestellt werden, dass das
Absinken der Fluoreszenz niht durh o.g. Artefakte hervorgerufen wird.
Die beiden Kurven der Abb. 4.31 sind im Vergleih zur Abb. 4.30 trotz
gleiher Rampenparameter nah links vershoben. Die Erklärung dafür
ist analog zu Kapitel 4.3.2.
Aus dem letzten Abshnitt ist bekannt, dass die längeren Dimere
aufgrund ihres gröÿeren Gyrationsradius früher gefangen werden als die
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Abbildung 4.29: Separation einer Plasmid-DNA Mishung
Die Probe enthält 7 kbp und 14 kbp -Plasmide und zusätzlih noh
21 kbp Plasmide in linearer, o- und -Form als Monomere und Di-
mere. Die mit 21 kbp längeren Moleküle werden sofort nah der Injek-
tion gefangen. Die einzelnen Konformationen sind niht voneinander
getrennt.
Monomere. Die Zuordnung der Peaks zu den entsprehenden Plasmiden
ist hier jedoh niht zwingend, da der Gyrationsradius bei der Plasmid-
DNA niht nur von der Länge des Moleküls abhängig ist, sondern auh
von der Konformation. Nah der Juxtaposition-Theorie [121, 122℄ ist der
Gyrationsradius der o-Konformation eines Moleküls gröÿer als die der
linearen und -Form. Es ist daher möglih, dass der Gyrationsradius
des -Dimers kleiner ist als der Gyrationsradius des o-Monomers
(vgl. Abb. 4.25). Zudem ist die Polarisierbarkeit und letztendlih die auf
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Abbildung 4.30: Separation einer Plasmid-DNA Mishung
Die Spannungsrampe beginnt bei einem niedrigerenWert. Dadurh wer-
den die 21 kbp langen DNA-Plasmide niht sofort in den dielektrishen
Fallen gefangen. Wird der Anfangswert der Rampe leiht erhöht, so
werden die Moleküle früher gefangen und die Peaks wandern im Di-
elektropherogramm nah links.
ein DNA-Molekül wirkende Kraft niht nur von der Gröÿe bzw. Länge
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Abbildung 4.31: Separation von 21 kbp langer Plasmide
Die Abbildung zeigt die Separation der Plasmid-DNA-Mishung aus
21 kbp (linear, o-, )-Monomeren und -Dimeren. Eine genauere Zu-
ordnung der einzelnen Peaks zu den Konformationen ist aufgrund der
unbekannten Probenzusammensetzung niht möglih  näheres im
Text.
der DNA abhängig, sondern auh von der Subunit bzw. Untereinheit
(s. Kapitel 2.4.2). Eine genaue Zuordnung der Peaks zu den Längen und
Konformationen ist daher niht möglih.
Vergleih mit dem Stand der Forshung
In den vorangegangenen Abshnitten konnte die Dielektrophorese erst-
mals für die Separation von DNA-Molekülen erfolgreih gezeigt werden.
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Zudem kann insgesamt gefolgert werden, dass die dielektrophoretishen
Auftrennungen sowohl mit veränderten Parametern als auh die Stabilität
von Mikrohip zu Mikrohip sehr gut reproduzierbar sind. Die Analyse-
zeit der Messungen setzten sih aus der Separations- und Detektionsszeit
zusammen, wobei die Detektionszeit durh shnelleres Verfahren des xy-
Tishes verkürzt werden kann. Betrahtet man nur die Separationszeit, so
wurden alle Separationen innerhalb von nur 200− 225 Sekunden durh-
geführt.
Neben der oben erwähnten längenabhängigen Polarisierbarkeit und Kraft
spielt ein weiterer Mehanismus (s. Abb. 4.32) für die dielektrophoretishe
Separation eine wesentlihe Rolle. Die theoretishen Grundlagen zu die-
sem Fallenmehanismus gehen auf eine Arbeit von Ajdari und Prost zu-
rük [5℄. Das inhomogene elektrishe Feld, welhes durh die isolierenden
Pfostenstrukturen erzeugt wird, führt zu dielektrophoretishen Fallen. In
der Potenzial-Landshaft entspriht die Falle einer Potenzialmulde mit ei-
ner Tiefe von ∆φ. Das Gefälle des Potenzialverlaufs −qE
DC
= −qU
DC
/d
(d-Abstand zwishen den Elektroden) entspriht der zusätzlih anliegen-
denen Gleihspannung U
DC
. Die Erhöhung der Amplitude der Wehsel-
spannung in einer Rampe führt dazu, dass die Potenzialmulden mit der
Zeit immer tiefer werden. Ist die Potenzialmulde tief genug, so werden
die DNA-Moleküle gefangen und können nur mit Hilfe der zusätzlihen
thermishen Energie kBT aus der Potenzialmulde per Diusion entwei-
hen. Folglih werden kürzere DNA-Moleküle zusätzlih zur geringeren
Polarisierbarkeit aufgrund ihrer höheren Diusionskonstante erst bei hö-
heren Fallenstärken gefangen.
Die Dielektrophorese als neue Methode zur Separation von Molekülen
kann also sowohl Moleküle nah Diusionskoezienten als auh nah Po-
larisierbarkeit trennen. Interessant ist noh die Trennung nah den ver-
shiedenen Konformationen der Plasmid-DNA, die bisher aber nur aus
der Abbildung 4.31 gedeutet werden kann.
Zum Shluss soll die erzielte Auösung R dieser neuen Separationsme-
thode mit anderen Methoden verglihen werden. Die Auösung R lässt
sih mit
R =
x2 − x1
2(σ1 + σ2)
(4.2)
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Diffusion
φ
x
τ
∆ φ
Abbildung 4.32: Potenzialverlauf in dem verwendeten Mikro-
uidik-System mit dielektrophoretishen Fallen
Gezeigt ist der Potenzialverlauf in dem verwendeten Mikrouidik-
System. Die dielektrophoretishen Fallen entsprehen den Potenzial-
fallen mit einer Tiefe von ∆φ. Die Spannungsrampe verursaht eine
stärker werdende Kraft, was durh tiefere Potenzialmulden angedeutet
ist. Nah der Zeit τ wird die Spannung wie zuvor beshrieben erhöht.
Das Molekül benötigt die Energie E > ∆W ∝
∫
∇φd~r, um niht in
der Falle gefangen zu werden. Ist E ≤ ∆W , so kann dass Molekül mit
zusätzliher Hilfe der Diusion bzw. der thermishen Energie kBT der
Falle entgehen.
berehnen. Dabei sind xi und σi die Positionen der Peaks bzw. die
Standardabweihungen der Peakbreiten. Für die Separation der λ-/T 2-
DNA-Mishung (48, 5 kbp bzw. 164 kbp) ergibt sih eine Auösung von
R = 2, 95 bei einer Separationszeit von a. 200 Sekunden. Dieses ist im
Vergleih zu dem Ergebnis von Min et al., die von einer Auösung von
R = 2, 16 für die Separation einer λ- und T 4-DNA-Mishung in einem
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Array aus magnetishen Kugeln in 150 Sekunden berihten, eine deut-
lihe Verbesserung der Auösung [123℄. Han und Craighead konnten ei-
ne DNA-Mishung aus 37, 9 kbp und 167 kbp langen DNA-Molekülen in
entropishen Fallen innerhalb von 15 Minuten separieren [124℄. Die er-
reihte Auösung ist mit R = 1, 95 angegeben.
Die Auösung für die 7 kbp und 14 kbp langen -Plasmid-DNA be-
trägt R = 1, 93 und ist damit kleiner als bei der Separation der λ/T 2-
Mishung. Trotz der geringeren Auösung ist die Basislinien aufgelöste
Trennung in nur 210 Sekunden bemerkenswert. Plasmid-DNA-Lösungen
werden übliherweise mit der Kapillargelelektrophorese in Agarose auf-
getrennt [7, 9℄. Die dort benötigte Separationszeit ist mit etwa 20 − 40
Minuten sehr lang.
Der signikant gröÿte Vorteil der Dielektrophorese gegenüber anderen
Methoden ist die Fähigkeit, extrem dünne und kaum nahweisbare Lö-
sungen gezielt aufkonzentrieren zu können. Die Auösung lässt sih wie
oben bereits beshrieben (s. Kapitel 4.3.2) für die Dielektrophorese durh
Erhöhen von τ quasi beliebig steigern und ist daher nur bedingt aussa-
gekräftig. Die Verringerung des Spaltenabstands zwishen den Pfosten-
struktren und die damit verbundene Erhöhung der Anzahl an dielek-
trophoretishen Fallen würde zu einer weiteren Verringerung von σ und
damit Erhöhung der Auösung führen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Separationsmethoden für
lange Nukleinsäureketten sowie für ein Modellsystem in Form von
Mikro-Kugeln in Mikrouidik-Kanälen entwikelt. Als Material für die
Mikrouidik-Kanäle ist Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) verwendet wor-
den, da sih neben der Biokompatibilität die Analysesysteme einfah
und kostengünstig herstellen lassen. Die geringe Permebilität von PDMS
für Wasser führte in den Mikro-Kanälen zu unerwünshten Strömungen.
Durh Sättigung des PDMS mit Wasser aus einem zweiten Kanal, der
sih oberhalb des eigentlihen Trennkanals bendet, konnte der Eekt
erfolgreih vermindert werden.
Für die Untersuhung neuer Separationsmehanismen ist ein detaillier-
tes und fundiertes Verständnis der Migrationsmehanismen von groÿer
Bedeutung. Die hier entwikelten Mehanismen basieren auf der Mi-
krostrukturierung, die im Gegensatz zur Erzeugung künstliher Gelstruk-
turen oder Sieben mittels Nanostrukturierung einfaher zu handhaben
ist. Es konnte gezeigt werden, dass bereits ein einfahes Strukturierungs-
design, bestehend aus alternierend shmalen und breiten Bereihen, ein
unerwartetes bistabiles Migrationsverhalten für DNA hervorbringt. In ei-
nem solhen strukturierten Mikrouidik-Kanal konnten λ- und T 2-DNA-
Moleküle durh Anpassung der Kanalgeometrie separiert werden.
Die vielseitigen und variablen Möglihkeiten des Strukturierungdesigns
gestatten in Verbindung mit elektrishen Wehselfeldern die Entwik-
lung neuer und paradoxer Migrationskonzepte. Dazu gehören die Dielek-
trophorese und die Absolut Negative Mobilität. Bei der Dielektrophorese
wird der DNA durh ein alternierendes elektrishes Feld ein Dipolmoment
induziert. Dieser Dipol wehselwirkt mit dem räumlih inhomogenen elek-
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trishen Feld, das mittels einer geeigneten geometrishen Strukturierung
erzeugt wurde. Damit ergibt sih die Möglihkeit, DNA-Moleküle ohne
Hilfe einer mehanishen Vorrihtung energetish zu fangen. Seit länge-
rem existieren sowohl theoretishe Konzepte zur dielektrophoretishen
DNA-Separation wie auh erste experimentelle Anhaltspunkte zur län-
genabhängigen DNA-Polarisierbarkeit. Von der Realisierung einer DNA-
Separation mittels Dielektrophorese ist bis zu diesem Zeitpunkt niht
berihtet worden.
In dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, DNA-Moleküle dielektropho-
retish zu trennen. Dazu wurde eine Mikrostrukturierung entwikelt,
in der innerhalb von 4 Minuten eine Separation von λ und T 2-DNA
(48, 5 kbp bzw. 164 kbp) gelang. Des Weiteren konnten untershiedlih
lange Plasmid-DNA-Moleküle einer Lösung separiert werden, was mit
Standard-Methoden nur shwer zu erreihen ist. Daher ist diese erfolg-
reihe Separation aufgrund der groÿen Bedeutung von Plasmid-DNA-
Molekülen für die zukünftige Verwendung als Biopharmazeutika insbe-
sondere hervorzuheben.
Als Separationsmehanismus wurden die gröÿenabhängige Polarisierbar-
keit der DNA sowie ein thermishes bzw. diusives Entkommen der DNA-
Moleküle aus den dielektrophoretishen Fallen diskutiert. Erste Ergebnis-
se zeigen, dass gleih lange Plasmide untershiedliher Konformationen
separierbar sind. Die vollständige Aufklärung des Separationsmehanis-
mus und der Polarisierbarkeit von DNA bleibt den zukünftigen Unter-
suhungen vorbehalten. Insgesamt hat sih die Dielektrophorese für die
Separation von DNA-Molekülen als eine einfahe und zuverlässige Me-
thode herausgestellt.
Die paradoxe Bewegung eines Teilhens entgegen einer niht zu starken
äuÿeren Kraft wird als Absolut Negative Mobilität bezeihnet. Dieser Ef-
fekt konnte erstmalig für makroskopishe Objekte (Mikro-Kugeln) de-
monstriert werden. Die ANM zeigt eine sehr starke Abhängigkeit von
der Diusionskonstante, was den zukünftigen Einsatz für die Separation
von untershiedlih groÿen Molekülen mit untershiedliher Masse ermög-
liht.
Zusammenfassend können mit den aus dieser Arbeit hervorgegangenen
Resultaten die Lab-On-A-Chip Tehnologie um neue vielversprehende
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Ansätze erweitert werden. Zum einen können durh gezielte Ausnutzung
der Pervaporation neuartige Pumpen konstruiert werden, die ohne exter-
ne Energiequelle auskommen. Zum anderen bietet die Dielektrophorese
das groÿe Potenzial, die Standardmethoden für die Auftrennung von Nu-
kleinsäuren niht nur zu ergänzen, sondern auh teilweise zu ersetzen.
Neben der shnellen Separierbarkeit ist ihre weitere Stärke die Fähigkeit
geringste Probenmengen für einen einfaheren Nahweis aufkonzentrieren
zu können. Mit der Möglihkeit der Fokussierung lassen sih die erziel-
baren Auösungen für die Separationen beliebig steigern. Dieses ist mit
einer geeigneten Strukturierung möglih, in der die separierten Analy-
ten anshlieÿend einzeln fokussiert werden. Die Erweiterung des ANM
Konzepts für die Trennung von Biomolekülen, insbesondere der DNA,
lässt sih mit Hilfe von dielektrophoretishen Fallen verwirklihen. Ein
entsprehendes Design für die Mikrostrukturierung wird derzeit in der
Arbeitsgruppe diskutiert und erarbeitet.
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